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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Disposicion
NUmero: DI-2024-1034-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Lunes 29 de Enero de 2024

Referencia: 1-0047-3110-003315-23-8

VISTO e Expediente N° 1-0047-3110-003315-23-8 del Registro de esta Administracion Nacional de
Medicamentos, Alimentosy Tecnologia Médica (ANMAT), y:
CONSIDERANDO:

Que por las presentes actuaciones BioSystems S.A. solicita se autorice la inscripcion en € Registro Productores
y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM) de esta Administracion Nacional, de un nuevo/s Producto/s
Médico/s para diagnostico in vitro Allplex™ HPV HR Detection.

Que en € expediente de referencia consta el informe técnico producido por el Servicio de Productos para
Diagnostico in vitro que establece que los productos retinen las condiciones de aptitud requeridas para su
autorizacion .

Que se ha dado cumplimiento a los términos que establecen laLey N° 16.463, Resolucion Ministerial N° 145/98 'y
Disposicion ANMAT N° 2674/99 y normas complementarias.

Que €l Ingtituto Nacional de Productos Médicos ha tomado laintervencidn de su competencia.
Que corresponde autorizar lainscripcion en e RPPTM del producto médico objeto de la solicitud.

Que la presente se dicta en virtud de las facultades conferidas por |os Decretos N° 1490/92 y sus modificatorios.

Por ello;
LA ADMINISTRADORA NACIONAL DE LA ADMINISTRACION NACIONAL DE

MEDICAMENTOS, ALIMENTOS Y TECNOLOGIA MEDICA

DISPONE:



ARTICULO 1°.- Autorizase la inscripcion en el Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica (RPPTM) de la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT)
del producto médico para diagnostico de uso in vitro : Allplex™ HPV HR Detection de acuerdo con o solicitado
por BioSystems S.A. con los Datos Caracteristicos que figuran al pie de la presente.

ARTICULO 2°.- Autorizanse los textos de los proyectos de rétulo/s y de instrucciones de uso que obran en
documento N° IF-2023-150300468-APN-INPM%ANMAT .

ARTICULO 3°- En los rétulos e instrucciones de uso autorizados debera figurar la leyenda " Autorizado por la
ANMAT PM 626-193 ", con exclusion de toda otra leyenda no contemplada en la normativa vigente.

ARTICULO 4°.- Extiéndase € Certificado de Autorizacion e Inscripcion en e RPPTM con los datos
caracteristicos mencionados en esta disposicion.

ARTICULO 5°.- La vigencia del Certificado de Autorizacion seré de cinco (5) afios, a partir de la fecha de la
presente disposicion.

ARTICULO 6°.- Registrese. Inscribase en € Registro Nacional de Productores y Productos de Tecnologia
Meédica al nuevo producto. Por el Departamento de Mesa de Entrada, notifiquese a interesado, haciéndole entrega
de la presente Disposicién, conjuntamente con rétulos e instrucciones de uso autorizados y el Certificado
mencionado en el articulo 4°. Girese a la Direccion de Gestion de Informacion Técnica a los fines de
confeccionar €l legajo correspondiente. Cumplido, archivese.

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS

Nombre descriptivo: Allplex™ HPV HR Detection
Marca comercial: Seegene

Modelos:

Allplex™ HPV HR Detectionn (Ref.: HP103712)
Allplex™ HPV HR Detectionn (Ref.: HP10370X)
Allplex™ HPV HR Detection (Ref.: HP10376L)

Indicacion/es de uso:

Allplex™ HPV HR Detection es un ensayo de diagnéstico molecular cualitativo in vitro disefiado para detectar €l
virus del papiloma humano en muestras de cuello uterino 0 en muestras vaginales obtenidas por la paciente. El
Allplex™ HPV HR Detection detecta HPV 16, HPV 18 y otros tipos de HPV de alto riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 y 68). Es un ensayo de real-time PCR mdiltiple.

Forma de presentacion: 1) Allplex™ HPV HR Detection (Ref.: HP10371Z) x 25 determinaciones:
A) HPV HR MOM (Mezcla de oligonucledtidos. Reactivo de deteccion y amplificacion) 1 x 125
B) EM4 (ADN polimerasa; Uracilo-ADN glicosilasa (UDG);Buffer que contiene dNTPs) 1 x 125 L.
C) EM4 Buffer (Solucion amortiguadora con BSA y glicerol) 1 x 125 .

D) Allplex HPV HR PC1 (Control Positivo (PC): Mezcla de patdégeno y clones) 1 x 50 L.



E) Allplex HPV HR PC2 (Control Positivo (PC): Mezcla de patégeno y clones) 1 x 50 L.
F) Allplex HPV HR PC3 (Control Positivo (PC): Mezcla de patdgeno y clones) 1 x 50 .
G) RNase-free Water (Calidad ultrapura, grado PCR) 1 x 1mL.

2) Allplex™ HPV HR Detection (Ref.: HP10370X) x 100 determinaciones:

A) HPV HR MOM (Mezcla de oligonucledtidos. Reactivo de deteccion y amplificacion) 1 x 500
B) EM4 (ADN polimerasa; Uracilo-ADN glicosilasa (UDG);Buffer que contiene dNTPs) 1 x 500 L.
C) EM4 Buffer (Solucion amortiguadora con BSA y glicerol) 1 x 500 L.

D) Allplex HPV HR PC1 (Control Positivo (PC): Mezcla de patogeno y clones) 1 x 50 .

F) Allplex HPV HR PC2 (Control Positivo (PC): Mezcla de patogeno y clones) 1 x 50 .

G) Allplex HPV HR PC3 (Control Positivo (PC): Mezcla de patogeno y clones) 1 x 50 L.

H) RNase-free Water (Calidad ultrapura, grado PCR) 1 x 1mL.

Allplex™ HPV HR Detection (Ref.: HP10376L): Paguete que contiene 8 kits de HP10370X por 100 reacciones
cada uno.

Periodo de vida util y condiciéon de conservacion: Este producto tiene estabilidad para usarse durante 13 meses
después de su fabricacion si se conserva a-20°C.

Nombre del fabricante:
SeegeneInc.

Lugar de elaboracion:
Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu, Seoul 05548, Republica de Corea.

Condicién de uso: Uso profesional exclusivo

Expediente Nro:
1-0047-3110-003315-23-8

N° Identificatorio Tramite: 49363

Digitally signed by PEARSON Enriqueta Maria

Date: 2024.01.29 17:22:19 ART

Location: Ciudad Auténoma de Buenos Aires

Enriqueta Maria Pearson

Subadministradora Nacional

Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentosy Tecnologia
Médica

Digitally signed by GESTION DOCUMENTAL
ELECTRONICA - GDE
Date: 2024.01.29 17:22:21 -03:00



Para uso exclusivo por profesionales

Allplex™
HPV HR Detection

(N.° de cat. HP10370X/HP10376L, HP103712)

Sistema de PCR de Allplex™ para la deteccién de human papillomavirus, los 14 tipos de HPV
de alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68) de muestras de cuello uterino

y muestras vaginales obtenidas por la paciente.

Para usar con
1. CFX96™ Real-time PCR Detection System (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)
2. CFX96™ Dx System (CFX Manager™ Dx Software v3.1)

C€

D Para uso diagnéstico in vitro iunicamente

HP10370X HP10371Z
REF Qm REF v 2
REF | HP10376L W

100 x 8 kits

d Seegene Inc.
Taewon Bldg., 91 Ogeum-ro, Songpa-gu, Seul, Republica de Corea 05548

Medical Technology Promedt Consulting GmbH
EC |REP i 9

Altenhofstrasse 80, D-66386 Stv.Ingbert, Alemania

No disponible en los Estados Unidos
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

AVISOS

® Para uso diagndstico in vitro inicamente.

El Allplex™ HPV HR Detection debe ser realizado por personal capacitado y calificado.

® Si este producto se usa con el Microlab NIMBUS IVD, el Microlab STARIet IVD, el
Seegene NIMBUS, el Seegene STARIlet y el STARIet 96MPH, pueden realizarse un
maximo de 5 ejecuciones diferentes.

® Esta prueba se validé para los siguientes tipos de muestras: muestras de cuello
uterino y muestras vaginales obtenidas por la paciente. Esta prueba no se validé para
ningun otro tipo de muestra.

® Almacene las muestras de DNA a -20 °C hasta su utilizacion y mantenga las
muestras en hielo durante su uso.

® La sensibilidad del ensayo puede disminuir si las muestras sufren varios ciclos de
congelaciéon/descongelaciéon o se almacenan durante periodos mas largos.

@ Elflujo de trabajo en el laboratorio debe ser unidireccional.

® La confiabilidad de los resultados depende de la obtencién de la muestra, el transporte, el
almacenamiento y el procedimiento de procesamiento adecuados.

® Use guantes descartables y cambieselos antes de ingresar a las diferentes areas.
Cambiese los guantes inmediatamente si se contaminan o apliqueles un reactivo de
descontaminacion de DNA.

® Los suministros y el equipamiento deben ser exclusivos de cada area de trabajo y no deben
trasladarse de un area a otra.

® No pipetee con la boca.

® No coma, beba ni fume en las éreas de trabajo del laboratorio. Use guantes descartables
libres de talco, batas de laboratorio y protecciéon ocular cuando manipule las muestras y
los reactivos. Lavese las manos cuidadosamente después de manipular las muestras y los
reactivos de la prueba.

® FEvite la contaminacioén de los reactivos cuando extraiga alicuotas de los tubos de reaccion.

Se recomienda el uso de tips (puntas de pipetas) descartables.

No mezcle reactivos de diferentes lotes.

No use el producto luego de la fecha de vencimiento.

No reutilice el material descartable.

Use tubos con tapa a rosca y evite cualquier posible salpicadura o contaminacién cruzada

de las muestras durante las preparaciones.

® Para evitar la contaminacién de los reactivos, se recomienda el uso de tips con filtros.
También debe tener mucho cuidado de no contaminar los reactivos con los &acidos
nucleicos extraidos, los productos de la PCR y los controles positivos.

® Use areas de trabajo separadas para cada prueba.

® Para evitar la contaminacién de las areas de trabajo con los productos de la amplificacion,
después de la amplificacion abra los tubos o las tiras de reaccion de la PCR solo en las
areas de trabajo designadas.

® Guarde los materiales positivos separados de los reactivos del equipo.

3 |F-202989/8838 461 HREIKIPVIZANMAT
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

® Se deben seguir los procedimientos de seguridad en el laboratorio (consulte Bioseguridad
en los laboratorios de Microbiologia y Biomédicos, y Documentos CLSI) cuando se
manipulan las muestras. Limpie y desinfecte cuidadosamente todas las superficies de
trabajo con hipoclorito de sodio al 0,5% (en agua deionizada o destilada). Los componentes
de los productos (productos residuales, embalaje) pueden considerarse residuos de
laboratorio. Descarte los reactivos sin usar y los residuos de acuerdo a las normas
federales, estatales y locales vigentes.

® |afechade vencimiento es 13 meses después de su fabricacion si se conserva a < -20 °C.
Consulte la etiqueta para conocer la fecha de vencimiento final.

® FEl Seegene NIMBUS y el Seegene STARIlet son los mismos equipos que el Microlab
NIMBUS IVD y el Microlab STARIet IVD, aunque el fabricante es diferente. Debido a que
no hay cambios en el hardware del instrumento, los resultados de las pruebas son los
mismos.

® El nombre de la marca comercial “CFX96™ Real-time PCR Detection System-1VD” se
cambié a “CFX96™ Dx system”. Debido a que no hay cambios en el hardware de los
sistemas, se espera obtener los mismos resultados con ambos sistemas.

® El| “CFX Manager ™ Dx Software v3.1” es una nueva version del “CFX Manager ™
Software-IVD v1.6”. El nuevo software incluye mejoras en el menu “Run” (Ejecucion). Estas
mejoras no tienen efecto sobre los resultados de los analisis de datos, por lo tanto, los
resultados de los dos softwares seran los mismos.

® Este equipo esta previsto para ayudar en el diagnéstico diferencial de las infecciones por
los patégenos blanco, los Human papillomaviruses.

® La obtencidon de la muestra por la paciente debe realizarse en un entorno de atencién
médica con las instrucciones de un proveedor de atencion médica.

® FEI AIOS combina el Seegene STARIlet de Seegene con un equipo de real-time PCR
(CFX96 Dx, fabricante: Bio-Rad) y un sellador de placa (fabricante: SAMICK THK) para
formar una estructura conectada automatizada para la extraccién de acidos nucleicos para
PCR.

4 |F-202989/8838 461 HREIKIPVIZANMAT
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

USO PREVISTO

Allplex™ HPV HR Detection es un ensayo de diagndstico molecular cualitativo in vitro
disefiado para detectar human papillomaviruses en muestras de cuello uterino o en muestras
vaginales obtenidas por la paciente. El Allplex™ HPV HR Detection detecta HPV16, HPV18 y
otros tipos de HPV de alto riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68).

El Allplex™ HPV HR Detection esta indicado para los siguientes casos:

a) Junto con la citologia de cuello uterino, como prueba de deteccion para evaluar la presencia
o la ausencia de HPV16, HPV18 y otros 12 tipos de HPV de alto riesgo individuales (31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68).

b) Como prueba de deteccion primaria para identificar mujeres con alto riesgo de desarrollo

de cancer de cuello uterino o con enfermedad grave.

c) Como prueba de deteccion primaria para evaluar la presencia o la ausencia de HPV16,
HPV18 y otros 12 tipos de HPV de alto riesgo individuales (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59, 66 y 68).

Los resultados del Allplex™ HPV HR Detection, junto con la evaluacion del médico de los
antecedentes de estudios citolégicos, otros factores de riesgo y directrices profesionales,

pueden usarse como guia para el manejo del paciente.

5 |F-202989/8838 461 HREIKIPVIZANMAT
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

PRINCIPIOS Y RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO

1. Principios

El Allplex™ HPV HR Detection es un ensayo de real-time PCR mudltiple que permite la
amplificacién y la deteccion simultaneas de los acidos nucleicos blanco de 14 tipos de HPV de
alto riesgo (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 y 68) y un control interno (IC)
Para realizar la deteccién y la amplificacién multiple de los blancos en una Unica reaccion, este
equipo de ensayo emplea las tecnologias innovadoras de Seegene: DPO™, TOCE™, MuDT™
y 3 Ct. La tecnologia 3 Ct puede proporcionar el valor de Ct de tres blancos en un solo canal
sin afectar la sensibilidad y la especificidad. La presencia de secuencias génicas especificas
en la reaccion se informa con un valor de Ct que se obtiene con el software de analisis
Seegene Viewer.

En la PCR, la eficacia de la amplificacién puede verse disminuida por inhibidores que pueden
estar presentes en las muestras clinicas. Se incorpora al producto un control interno (IC) como
un control endégeno de todo el proceso para supervisar el aislamiento del acido nucleico y
detectar una posible inhibiciéon de la PCR. EI IC se amplifica junto con los acidos nucleicos
blanco en las muestras clinicas. El Allplex™ HPV HR Detection usa genes humanos
constitutivos como IC enddgenos para garantizar la extraccion del DNA, la verificacion de la
reaccion de PCR y determinar la idoneidad de las células de cada muestra.

Para evitar que los productos de la amplificacion se comporten como posibles contaminantes,
en el Allplex™ HPV HR Detection se emplea el sistema Uracil-DNA glicosilasa (UDG)-dUTP.
El sistema UDG-dUTP se usa con frecuencia cuando se realiza una PCR para eliminar el
arrastre de amplicones. La UDG elimina los residuos de uracilo del DNA rompiendo el enlace
N-glicosilico.

2. Resumen del procedimiento

Muestras
(Muestras de cuello uterino y

muestras vaginales obtenidas por la paciente)

@ Extraccion de acidos nucleicos

Acido nucleico

Real-time PCR con el

sistema Allplex™

Andlisis de los resultados

6 |F-202989/8838 461 HREIKIPVIZANMAT
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

INFORMACION GENERAL

La infeccién por Human Papilloma Virus (HPV) se relaciona con el cancer de cuello uterino.
Los HPV pueden dividirse en grupos de “alto riesgo (HR)” y “bajo riesgo (LR)” segun su
asociacioén con las lesiones del cuello uterino.

Por lo tanto, es muy importante conocer el tipo de HPV que esta infectando a los pacientes
para evitar el desarrollo del cancer y la transmisiéon de la enfermedad. Actualmente, los
principales productos disponibles de manera comercial para diagnosticar el HPV se basan en
el método de hibridacién de una sonda para detectar o genotipificar el HPV. Sin embargo, los
principales defectos de los métodos basados en la hibridacion de una sonda son los altos
indices de falsos positivos debido a la reactividad cruzada entre las sondas y los diferentes
tipos de DNA viral o amplicones de PCR usados para la hibridacion. Introducimos un sistema
de ensayo de genotipificacion/detecciéon de HPV innovador que amplifica solo blancos
especificos sin reactividad cruzada y la deteccion es automatizada mediante un método de
real-time PCR. El producto solo detecta especificamente verdaderos HPV y los genotipifica
con precision. También contiene un control interno (IC) endégeno para controlar cualquier
inhibicién que pueda ocurrir durante la reaccion de PCR.

El cancer de cuello uterino, que avanza desde el estadio precanceroso hasta cancer invasivo,
tiene 7 a 20 afos de estadio precanceroso, por lo tanto es posible el diagnéstico precoz cuando
se sospecha una infeccién por HPV. El grupo de HPV de alto riesgo puede conducir al
desarrollo de cancer de cuello uterino, especialmente el HPV16 y el 18 estan asociados al
70% de los casos de cancer de cuello uterino. Por otro lado, el grupo de HPV de bajo riesgo,
que incluye el HPV6 y el 11, puede provocar condilomas acuminados (verrugas genitales). Con
el Allplex™ HPV HR Detection se pueden identificar 14 tipos de HPV de alto riesgo, incluidos

el HPV16 y el 18, simultdneamente.

7 |F-202989/8838 461 HREIKIPVIZANMAT
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@ Seegene

Allplex™ HPV HR Detection

REACTIVOS

Los reactivos contenidos en un equipo son suficientes para realizar 100 reacciones.
Informacién de la orden de compra ( HP10370X/HP10376L*).
* HP10376L es un paquete que contiene 8 equipos de HP10370X (100 reacciones).

Allplex™ HPV HR Detection

Simbolos Contenido Volumen Descripcion
Mezcl li ledtidos:
PRIMER HPV HRMOM | 500 L | Mezcla deoligonuciectidos:
- Reactivo de deteccién y amplificacion
- DNA polimerasa
ENZYME EM4 500 uL | - Uracil-DNA glicosilasa (UDG)
- Solucién amortiguadora con los dNTPs
lucié [ I I-time PCR
BUFFER EM4 Buffer 500 pl So u0|o.r? amor‘ugyadora para larea tln.1e C
- Solucién amortiguadora con BSA y glicerol
H Allplex HPV 50 ulL Control positivo (PC): ,
HR PC1 - Mezcla de clones patégenos
H Allplex HPV 50 uL Control positivo (PC): ,
HR PC2 - Mezcla de clones patégenos
H Allplex HPV 50 L Control positivo (PC): ,
HR PC3 - Mezcla de clones patégenos
RNase-f
WATER ase-iree 1.000 pL | Grado de pureza de PCR, Ultrapure
Water
EE Manual del usuario

Producto accesorio: software de analisis

Seegene Viewer*

* Seegene Inc. o el administrador regional proporciona el software de analisis. Use Seegene

Viewer después de V3.

8 |F-202989/8838 461 HREIKIPVIZANMAT
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

Los reactivos contenidos en un equipo son suficientes para realizar 25 reacciones.
Informacion de la orden de compra ( HP103731Z).

Allplex™ HPV HR Detection

Simbolos Contenido Volumen Descripcion

Mezcla de oligonucledétidos:
- Reactivo de deteccién y amplificacion

PRIMER HPV HR MOM 125 uL

- DNA polimerasa

ENZYME EM4 125 uL | - Uracil-DNA glicosilasa (UDG)

- Solucién amortiguadora con los dNTPs
Solucion amortiguadora para la real-time

PCR
BUFFER EM4 Buff 125 uL
uter H - Solucién amortiguadora con BSA'y
glicerol
H Allplex HPV HR 50 ulL Control positivo (PC): ’
PC1 - Mezcla de clones patégenos
Allplex HPV HR 50 ulL Control positivo (PC): ’
PC2 - Mezcla de clones patégenos
H Allplex HPV HR 50 L Control positivo (PC): ’
PC3 - Mezcla de clones patégenos
WATER RNase-free Water | 1.000 uL | Grado de pureza de PCR, Ultrapure

E&] Manual del usuario

Producto accesorio: software de analisis

Seegene Viewer*

* Seegene Inc. o el administrador regional proporciona el software de analisis. Use Seegene

Viewer después de V3.
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

ALMACENAMIENTO Y MANIPULACION

Todos los componentes del Allplex™ HPV HR Detection deben almacenarse a <-20 °C.
Todos los componentes son estables en las condiciones de almacenamiento recomendadas
hasta la fecha de vencimiento que figura en la etiqueta. El rendimiento de los componentes
del equipo no se ve afectado hasta un maximo de 5ciclos de congelamiento vy
descongelamiento. Si los reactivos se van a usar de manera intermitente solamente, deben

congelarse en alicuotas.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS

Guantes descartables libres de talco (latex o nitrilo)

Pipetas (ajustables) y tips (puntas de pipetas) estériles

Tubos de microcentrifuga de 1,5 mL

Equipo de extraccién de acidos nucleicos (consulte Extraccion de &cidos nucleicos)

Maquina productora de hielo

Centrifuga de mesada

Mezclador vortice

CFX96™ Real-time PCR Detection system (Bio-Rad)

CFX96™ Dx System (Bio-Rad)

Optical Flat 8-Cap Strips (N.° de cat. TCS0803, Bio-Rad)

Low-Profile 0.2 mL 8-Tube Strips without Caps (color blanco, N.° de cat. TLS0851, Bio-

Rad)

® Hard-Shell® 96-Well PCR Plates, low profile, thin wall, skirted, white/white (N.° de cat.
HSP9655, Bio-Rad)

® Hard-Shell® 96-Well PCR Plates, low profile, thin wall, skirted, white/white, barcoded (N.°

de cat. HSP9955, Bio-Rad)

Vial Cap Management System (N.° de cat. 6600532-01, Hamilton)

AIOS (N.° de cat. SG72100, Seegene)

Pierceable cap (N.° de cat. 922119, SPL) (para usar con AIOS unicamente)

Permanent Clear Heat Seal (N.° de cat. 1814035, Bio-Rad)*

PX1 PCR Plate sealer (autosellador, N.° de cat. 181-4000, Bio-Rad)*

Mesada limpia

* Asegurese de usar el sellado térmico y el sellador de placa mencionados anteriormente

de manera conjunta.
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

PROTOCOLO

1. Obtencién, almacenamiento y transporte de la muestra

Nota: Todas las muestras deben tratarse como material potencialmente infeccioso. Solo se
permiten los materiales de muestras que se obtengan, almacenen y transporten segun
estrictamente las reglas e instrucciones siguientes:

Muestra de cuello uterino

Muestra vaginal obtenida por la paciente

Nota: Para garantizar la alta calidad de la muestra, las muestras deben transportarse
rapidamente. Las muestras deben transportarse en las condiciones de temperatura indicadas.

A. Obtencion de la muestra

Muestra de cuello uterino

Para la obtencion de muestras de cuello uterino, use los materiales siguientes:

® |as muestras de cuello uterino deben obtenerse y transportarse en los medios siguientes:
- eNAT™ (COPAN, ltalia), ThinPrep® (HOLOGIC, USA), SurePath™ (Becton-Dickinson,
USA) o CellPreserv (Kolplast, Brazil).

Equipo de obtenciéon de muestras de cuello uterino Fabricante N.° de cat.

eNAT 2ML L-SHAPE APPLICATOR COPAN 606CS01L

® Deje el hisopo en el medio de transporte. Cierre y etiquete el recipiente con la muestra. Siga
estrictamente las instrucciones de almacenamiento y transporte.

® Siga un protocolo recomendado para obtener las células epiteliales cilindricas y escamosas
después de quitar el moco del cuello uterino.

Muestra vaginal obtenida por la paciente

® Para la obtencion de muestras vaginales obtenidas por la paciente, use los materiales
siguientes:

- Rovers® Evalyn® Brush (Rovers Medical Devices B.V., Netherlands)
Dispositivo para la obtenciéon de

Fabricante N.° de cat.

muestras obtenidas por la paciente
Rovers® Evalyn® Brush Rovers Medical Devices B.V. 380500131

® |as muestras vaginales obtenidas por la paciente pueden obtenerse y almacenarse en
ThinPrep® y PreservCyt® Solution.

® Siga las instrucciones de cada fabricante de los dispositivos de obtencién de muestras y
medios de transporte para la obtencion y el almacenamiento de las muestras de células
vaginales.
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B. Almacenamiento y transporte de la muestra

Duracién del almacenamiento y el transporte*
2a8°C* Temperatura ambiente**

eNAT™ 90 dias 90 dias
ThinPrep® 90 dias 90 dias
Muestra
d llo uteri
e cusliowtenno 1 surepath™ 90 dias 90 dias
CellPreserv 90 dias 90 dias
Muestra vaginal
obtenida por la ThinPrep® 90 dias 90 dias
paciente

* Duracion: Periodo desde la obtencion de la muestra hasta la realizaciéon de la prueba, incluye el
almacenamiento y el transporte de la muestra antes de la prueba.

** |La temperatura 6ptima para el transporte es 2 a 25 °C.

Nota: El rendimiento se puede ver afectado si el almacenamiento de las muestras es prolongado.
Nota: Para las muestras también se deben respetar las instrucciones locales y nacionales para

transporte de material patogénico.
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2. Extraccion de acidos nucleicos
Varios fabricantes ofrecen equipos de extraccion de acidos nucleicos. Use la cantidad correcta de
muestra segun el protocolo que se esté usando. Los siguientes equipos de extraccién se han validado

para usar con este equipo.

[Métodos de extraccion en diferentes medios]

Nota: Utilice el sistema de extraccién automatizado segun el medio que se muestra en la siguiente
tabla.

- Sistema de extraccion automatizado

Microlab Seegene
. NIMBUS STARIet 96 MPH
Muestra t'rv:;iwotfe IVDISTARIet IvD | ' MBUS/STARlet
P Universal Cartridge | Universal Cartridge STARMag 96 STARMag™ S96H
i i ProPrep N Kit*
eNAT o o ] O
Muestra ThinPrep® 0 0 o] 0
de cuello
uterino SurePathTM (0] (0] X (0]
CellPreserv (0] (0] 0] 0]
Muestra
vaginal )
obtenida por ThinPrep® (0] (0] 0] (0]
la paciente

Opcional: El Vial Cap Management System se puede usar con el Microlab STARIet IVD y el Seegene
STARIet.

Opcional: EI AIOS se puede usar con el Seegene STARIet.

*EI STARMag™ S96H N Kit esta disefiado y validado para usarse con la configuracién de Seegene
STARIet con cabezal de sonda CO-RE 96 y Seegene STARIet 96MPH.
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A. Tratamiento previo si se usa ThinPrep®y SurePath™

Equilibre las muestras a temperatura ambiente (19 a 25 °C).
Centrifugue 1 mL de la muestra durante 15 minutos a 15.000 x g (13.000 rpm).
Se debe descartar el sobrenadante. Después, se debe resuspender en el volumen recomendado
(200 a 300 uL, consulte Volumen recomendado en 2-C) en solucién amortiguadora de lisis 0 en
PBS 1X mezclando con el vortice hasta volver a disolver.
Nota: Procese el paso de tratamiento previo con PBS 1X si las muestras se obtuvieron en medio
ThinPrep®.
Nota: Procese el paso de tratamiento previo con solucién amortiguadora de lisis si las muestras se
obtuvieron en medio SurePath™.
Nota: Los medios ThinPrep® y SurePath™ se pueden procesar sin tratamiento previo cuando se usa
el Microlab NIMBUS IVD, el Microlab STARIet IVD, el Seegene NIMBUS, el Seegene STARIet e el
Seegene STARIlet 96MPH.

Nota: El CellPreserv y el eNAT no requieren un paso de tratamiento previo.

B. Preparacion de la muestra

Equilibre las muestras a temperatura ambiente (19 a 25 °C).
En el caso de muestras de cuello uterino y muestras vaginales obtenidas por la paciente que
contienen un hisopo/cepillo en el medio de transporte, las muestras deben mezclarse con el
vortice.

® las tapas de los tubos de las muestras deben quitarse cuidadosamente para evitar la
contaminacion. En este momento, cualquier exceso de moco en la muestra debe eliminarse con
el hisopo/cepillo. Cualquier liquido residual del moco y el hisopo/cepillo debe exprimirse
presionando contra las paredes del tubo. Finalmente, el hisopo/cepillo y el moco deben quitarse y
descartarse.

® Las muestras en solucion eNAT pueden procesarse directamente en el recipiente primario.
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C. Sistema de extracciéon automatizado de acidos nucleicos

Nota: Utilice los volumenes recomendados de muestra y elucién como se indica abajo. Para otros,

consulte el protocolo del fabricante.

C-1. Microlab NIMBUS IVD

Nota: Consulte el manual de uso del Microlab NIMBUS IVD.

Sistema de e_xtraccnon Fabricante N.° de cat. Volumen
automatizado recomendado
Microlab NIMBUS VD Hamilton 65415-02* -
STARMag 96 X 4 744300.4. Muestra: 300 pL
Seegene
Universal Cartridge Kit uCc384 Elucion: 100 pL

* Si desea comprar los productos de Seegene Inc., mencionados arriba, use este numero de
catalogo.

C-2. Microlab STARIlet IVD

Opciodn: Sistema preanalitico (Consulte el manual de uso del Vial Cap Management System)

Sistema preanalitico Volumen

Fabricante N.° de cat.
automatizado ' recomendado

Vial Cap Management System Hamilton 6600532-01* -

* Si desea comprar los productos de Seegene Inc., mencionados arriba, use este nimero de catalogo.

Nota: El Vial Cap Management System puede usarse con ThinPrep® y CellPreserv.

Nota: Consulte el manual de uso del Microlab STARIet IVD.

i i Vol
Sistema de e_xtraccnon Fabricante N.° de cat. olumen
automatizado recomendado
Microlab STARIet IVD Hamilton 173000-075* -
STARMag 96 X 4 744300.4. Muestra: 300 yL
Seegene

Universal Cartridge Kit UC384 Elucion: 100 pL
* Si desea comprar los productos de Seegene Inc., mencionados arriba, use este nimero de
catalogo.
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C-3. Seegene NIMBUS

Nota: Consulte el manual de uso del Seegene NIMBUS.

Sistema de e.xtraccmn Fabricante N.° de cat. Volumen
automatizado recomendado
Seegene NIMBUS Seegene 65415-03 -
STARMag 96 X 4 744300.4. Muestra: 300 pL
Seegene
Universal Cartridge Kit uC384 Elucion: 100 pL

C-4. Seegene STARIet

Opcion: Sistema preanalitico (Consulte el manual de uso del Vial Cap Management System)

Sistema preanalitico Volumen

Fabricante N.° de cat.
automatizado I recomendado

Vial Cap Management System Hamilton 6600532-01* -

* Si desea comprar los productos de Seegene Inc., mencionados arriba, use este nimero de
catalogo.

Nota: El Vial Cap Management System puede usarse con ThinPrep® y CellPreserv.

Opciodn: Estructura conectada automatizada (Consulte el manual de uso del AIOS)

Estructura conectada automatizada Fabricante N.° de cat.

AIOS Seegene SG72100*

* Si desea comprar los productos de Seegene Inc., mencionados arriba, use este numero de
catalogo.

NOTA: Reemplace la tapa del control positivo (PC) con una tapa perforable. Cuando finalice la
operacion, reemplace la tapa del control positivo (PC) con la tapa original.

NOTA: La tapa perforable es un producto de un solo uso y debe descartarse después del uso.
NOTA: Si este producto se usa con el AlOS integrado al Seegene STARIet, se puede usar hasta en

un maximo de 3 ejecuciones diferentes.
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Nota: Consulte el manual de uso del Seegene STARIet.

Sistema de extraccion . Volumen
. Fabricante
automatizado recomendado
Seegene STARlet Seegene 67930-03 -
STARMag 96 X 4 744300.4. Muestra: 300 pL
Seegene
Universal Cartridge Kit uCc384 Elucion: 100 uL
EX00036P Specimen: 300 yL
STARMag™ S96H N Kit* Seegene
EX00037P Elution: 100 pL

*El STARMag™ S96H N Kit esta disefiado y validado para usarse con la configuracién de Seegene
STARIet con cabezal de sonda CO-RE 96 y Seegene STARIet 96MPH.

C-5. SEEPREP32

Nota: Realice el proceso de extracciéon con el ‘Pro-Protocol A’.

Sistema de extraccion . Volumen
. Fabricante
automatizado recomendado
SEEPREP32 Seegene SG71100 -
Muestra: 200 puL
STARMag 96 ProPrep (Plate Type) Seegene EX00009P
Elucién: 100 pL
Muestra: 200 pL
STARMag 96 ProPrep (Tube Type) Seegene EX00009T
Elucion: 100 uL

C-6. Seegene STARIet 96MPH

Nota: Consulte el manual de uso del Seegene STARIet 96MPH.
Nota: El Seegene STARIet 96MPH solo se aplica a HP10370X

Sistema de extraccion . Volumen
] Fabricante N.° de cat.
automatizado recomendado

Seegene STARIlet 96MPH Seegene SG71101 -
_ EX00036P Muestra: 300 puL
STARMagTM S96H N Kit Seegene
EX00037P Elucion: 100 pL
17 IF-20289(20380468 MBIV #ANMAT
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3. Preparacion para la real-time PCR

Nota: Cuando use el Microlab NIMBUS IVD, el Microlab STARIet IVD, el Seegene NIMBUS, el
Seegene STARlet y el Seegene STARlet 96MPH para este paso, consulte el manual de
operaciones correspondiente.

Nota: Deben usarse los tubos y las tapas adecuados (consulte la seccion MATERIALES

NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS).

Nota: Para la preparacién de las muestras deben usarse tips con filtros resistentes a los aerosoles y
guantes ajustados. Debe tenerse mucho cuidado para garantizar que no haya contaminacion cruzada.
Nota: Descongele completamente los reactivos en hielo.

Nota: Centrifugue brevemente los tubos de reactivo para eliminar las gotas en el interior de la tapa.
Nota: Los pasos desde A hasta D se procesan de manera automatica cuando se trabaja con el
Microlab NIMBUS IVD, el Microlab STARIet IVD, el Seegene NIMBUS, el Seegene STARlet y el
Seegene STARIet 96MPH. Consulte cada manual de uso.

A. Prepare la mezcla maestra (Mastermix) de la PCR.

5uL HPV HR MOM
5 uL EM4
5uL EM4 Buffer
15 uL Volumen total de la Mastermix de la PCR

Nota: Calcule la cantidad de cada reactivo que se necesita segun el nimero de reacciones

(muestras + controles).

B. Mezcle por inversion 5 veces o rapidamente con el vortice y centrifugue brevemente los tubos.
C. Agregue una alicuota de 15 puL de la mastermix de la PCR en los tubos de PCR.

D. Agregue 5 pL de cada muestra de acidos nucleicos en el tubo que contiene la mastermix de la
PCR.

15 uL Mastermix de la PCR
5puL Acido nucleico de la muestra
20 uL Volumen de reaccion total

E. Cierre la tapa y centrifugue brevemente los tubos de PCR.

F. Verifique que el liquido que contiene todos los componentes de la PCR se encuentra en el fondo

de cada tubo de PCR. Si esto no ocurre, centrifugue nuevamente a mayor rpm durante mas tiempo.
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Nota: Se recomienda centrifugar los tubos de PCR antes de realizar la PCR para eliminar

burbujas de aire y recolectar todos los liquidos residuales en el fondo de los tubos.

Correcto Incorrecto

Bubble

Nota: Use un tip nuevo estéril para cada muestra.

Nota: Para el control negativo (NC), use 5 uL de “RNase-free Water” en lugar del acido nucleico de
la muestra.

Nota: Para el control positivo (PC), use 5 uL de “Allplex HPV HR PC1”, “Allplex HPV HR PC2” y
“Allplex HPV HR PC3”en lugar del acido nucleico de la muestra.

Nota: Debe tener cuidado de no contaminar la mastermix de reaccién y las muestras con el control
positivo.

Nota: No rotule el tubo de reaccién en la tapa. La fluorescencia se detecta desde arriba de cada tubo

de reaccion.

® Control positivo

El equipo incluye 3 tubos de control positivos, Allplex HPV HR PC1, PC2 y PC3.

Cada PC incluye clones para 5 blancos (14 tipos de alto riesgo y un IC).

Nota: Para ejecutar la reaccion del control positivo, prepare 3 tubos de PCR. (Consulte los

resultados abajo).

Control positivo

FAM HEX CalRed 610 Quasar 670 Quasar 705 X .
Nam e Auto interpretation
66 45 58 51 59 16 33 39 52 c 35 18 56 68 31
PCH1 + - - + - - |+ - - + - - |+ - - Positive Control (+)
PC2 - |+ - - |+ - - |+ - - |+ - - |+ - Positive Control (+)
PC3 - - + - - + - - + - - + - - + Positive Control (+)
19 IF-20289(20380468 MBIV #ANMAT
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CONFIGURACION DEL INSTRUMENTO DE REAL-TIME PCR Y ANALISIS DE LOS
RESULTADOS

1. CFX96™ Real-time PCR Detection System (CFX Manager™ Software-IVD v1.6)

1.1. Configuracién del instrumento de real-time PCR

Nota: La configuracién de la prueba del CFX96™ Real-time PCR Detection System (Bio-Rad)
se puede dividir en 3 pasos: Protocol Setup (Configuracién del protocolo), Plate Setup
(Configuracion de la placa) y Start Run (Comenzar la ejecucion).

A. Protocol Setup (Configuracion del protocolo)

1) En el menu principal, seleccione File (Archivo) > New (Nuevo) - Protocol (Protocolo)

para abrir Protocol Editor (Editor del protocolo).

L =
Fig. 1. Protocol Setup (Configuracién del protocolo)
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2) En “Protocol Editor (Editor del protocolo)”, defina el perfil de temperatura como sigue:

Paso N.° de ciclos Temperatura Duracién
1 1 95 °C 15 min
2 95 °C 3s
3* 60 °C 10 s

45
4* 72 °C 10 s
5* 83 °C 5s

Nota*: Lectura de la placa en los pasos 3, 4 y 5. Se detecta fluorescencia a 60 °C, 72 °C y

Step Options

_;J Delete Step

@_L Insert Melt Curve \

gl Add Plate Read to Step

5
B GOT0 2

830 C for 0:05
+ Plate Boad

83 °C.
Protocol Editor - =
File Settings Tools
B | & mser step [atter =) sample Volume [20 |ul | Est Run Time 01:43:00 |
l (B (0] 6] 5
%50 C %0 C
1500 U0 20 C ; .
800 C - g G
: : P @ ¢
o)) T
0
2
ldd
| U C for 15:00
2] Insert Step 5 2 %50 C for 0:03
3 600 C for 0:10
[g]Insert Gradient + Plate Read
4 720 C for 0:10
Insert GOTO + Plate fead

Fig. 2. Protocol Editor (Editor del protocolo)

Nota: Haga clic en “Insert GOTO (Insertar IR A)” y escriba en “GOTO 2, 44 more times (IRA

2, 44 veces mas)” en el paso 6.

3) Haga clic en la casilla que se encuentra junto a “Sample Volume (Volumen de la muestra)”

para agregar directamente 20 pL.
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4) Haga clic en OK (Aceptar) y guarde el protocolo para abrir la ventana “Experiment Setup

(Configuracion de la prueba)”.

Experiment Setup X1
Options
[AZ] Protocol (333 Plate wf» StartRun

Create New.., Express Load
Select Existing. ..
Selected Protocol
Testprcl Edit Selected..,

Preview
Est. Run Time: 01:43:00 (96 Wells-All Channels) Sample Volume: 20ul

1 2 3 4 5 3

%0 C %0 C
f T5:00 T3 h 830 C
\ 720 C / ;

/ q

/ G
B ot 0

2
4 x

Next >>

Fig. 3. Experiment Setup: Protocol (Configuracion de la prueba: Protocolo)

B. Plate Setup (Configuracion de la placa)

1) En la pestafia “Plate (Placa)” en “Experiment Setup (Configuracién de la prueba)”, haga

clic en “Create New (Crear nuevo)” para abrir la ventana “Plate Editor (Editor de la placa)”.

Experiment Setup ==
Opticns
| [ Protocol | (23 Plate s> Start Aun |
Express Losd
[QuickPlate_36 wells_All Channels. pltd -]
Selected Plate
QuickPlate_96 wells _All Channels, pltd Edit Selected. ..
Preview
Fluorophores: FAM, HEX, Texas Fed. Cy5. Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Made: All Channels
1 2 3 4 5 B 7 8 9 10 11 12
A Unk Unk Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk || Unk
B Unk Unk Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk Unk Unk Unk Unk
© Unk Unk Unk Unk || Unk. Unk. Unk || Unk Unk. Unk. || Unk || Unk
D Unk Unk Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk. uUnk uUnk || Unk. || Unk.
E Unk Unk Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk. uUnk uUnk || Unk. || Unk.
F Unk Unk Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk. uUnk uUnk || Unk. || Unk.
G unk uUnk uUnk uUnk || uUnk unk. uUnk || Unk unk. unk. || Unk || uUnk
H Unk Unk Unk Unk || Unk Unk Unk || Unk. uUnk uUnk || Unk. || Unk.
[ <<Prev | [ Mestr» |

Fig. 4. Plate Editor (Editor de la placa)
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2) Haga clic en “Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos)” para indicar los
fluorocromos (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y Quasar 705) que se usaran y haga clic
en “OK (Aceptar)”.

File  Settings Editing Tools ?
H &l Scan Mode | All Channels v ':‘,Well Groups... | &) Trace Styles... | ==I Spreadsheet View/Importer @Plate Loading Guide |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 I@ Select Fluorophores. .,

A | | | | | | | |
Select Flucrophores X L1 sample Type =
B =l
Channel Fuorophore Selected Color
(& e
C— Cy  E—
b rR\ —
. o\ I | (—
E er rR
O CO\
] i C
r — *
G 3 ROX r |
; Tens s r — ————
CalRed 610 2 _ mﬂ Experiment Settings,.,
CY\ — e
s O ~
Quaser o7 Py D ) e
5 Qusa 05 e,
\ 0K Cancel
Piate T96e" A Cloar | [ea oK Cancel
die lvpe: A 7] Sample [] Well Group [] Biological Set [] Well Note

Fig. 5. Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos)
(FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y Quasar 705)

3) Seleccione los pocillos en los cuales se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de
muestra en el menu desplegable “Sample Type (Tipo de muestra)”.

- Unknown (Desconocido): Muestras clinicas

- Negative Control (Control negativo)

- Positive Control (Control positivo)

4) Haga clic en las casillas de verificacion correspondientes (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar
670y Quasar 705) para especificar cuales son los fluorocromos que se detectaran en los pocillos

seleccionados.

5) Escriba en “Sample Name (Nombre de la muestra)” y PC (PC1, PC2 y PC3) y después
presione la tecla ENTRAR.
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6) En “Settings (Configuraciones)” del menu principal del Plate Editor (Editor de placa), elija

“Plate Size (96 wells) [Tamaino de placa (96 pocillos)]” y “Plate Type (BR White) [Tipo de

placa (Blanco brillante)]”.

Plate Editor - Test.pltd [E==mEER ===
File I Tools
= & Plate Size g scan Mode [All Channels ~]| & well Groups .. | 2 (E¥) Plate Loading Guide
Al MNumber Convention * BR Clear ¥53 Select Fl h
_ (#34)  Select Fluorophares ]
. Sample Type Unknown -
Load Target Narne
(] FaM <nane> -
B [#] HEX <nones -
[¥] Cal Red 610 <none> .
(] Quasar 670 <none> -
(] Guasar 705 <none> -
s
Load Sarmple Marne
= <none> -
o Load Replicate #
= 1
[ Replicate Series ]
= ) Experiment Settin
U A Clear Replicate #
[65] Clear Wells
F Csl Red 810
Chunsar 70 Gussar 705
- -
(]
H
Plate Type : BR White Ok ] [ Cancel |
Fig. 6. Plate Setup (Configuracion de la placa)
H [13 ”
7) Haga clic en “OK (Aceptar)” para guardar la placa nueva.
e 7 . - e ”
8) Se lo redirigira a la ventana “Experiment Setup (Configuraciéon de la prueba)”.
Experiment Setup ==
Options
Pratacal | Plate [ Start Aun |
Exprass Load
=)
Selected Plate
Teot aitd
Preview
Fluorophaores: FaM. HEX. Cal Red 610, Quasar 670. Quasar 705 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels
1 2 3 4 ] B 7 8 9 10 1 12
A Unk Unk Unk Unk || Unk Unk Unk Unk Unk Unk || Unk || Unk
=] unk unk unk unk || unk unk unk unk unk unk || unk || unk
C Unk Unk Unk Unk || Unk Unk Unk Unk Unk Unk || Unk || Unk
D unk uUnk uUnk uUnk || unk unk uUnk uUnk unk unk || uUnk || unk
E Unk Unk Unk Unk || Unk Pos Unk Unk Unk Unk || Unk || Pos
F unk Unk Unk Unk || unk Pos Unk Unk unk unk || Unk || Pos
=] unk Unk Unk Unk || unk Pos Unk Unk unk unk || uUnk || Pos
H Unlk Unk Unk Unk. || Unk. Meg Unk. Unk. Unk. Unk. || Unk. || MNeg

Next >>

Fig. 7. Experiment Setup: Plate (Configuracion de la prueba: Placa)

9) Haga clic en “Next (Siguiente)” para Start Run (Comenzar la ejecucion)
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C. Start Run (Comenzar la ejecucion)

1) En la pestafia “Start Run (Comenzar la ejecucion)” en “Experiment Setup (Configuracion

de la prueba)”, haga clic en “Close Lid (Cerrar la tapa)” para cerrar la tapa del instrumento.

Experiment Setup
Options
[74] Protocot | (E53) Piate| "> St Aun
Run information
Protocol Alplex prci
Plate : Test pitd

Notes

Scan Mode : Al Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Run Status Sample Volume 1D/Bar Code
M BR205800 I 96FX Ide 20
Select Al Blocks
@ Pash Bock indcator | (£ Openlid £ Coseld

<< Prev

Fig. 8. Close Lid (Cerrar la tapa)

2) Haga clic en “Start Run (Comenzar la ejecucién)”.

3) Guarde el archivo de la ejecuciéon en Mis documentos o en una carpeta designada. Escriba

el nombre del archivo, haga clic en “SAVE (GUARDAR)” y comenzara la ejecucion.

1.2. Data Analysis (Analisis de datos)

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Para guardar los datos de todos los pasos de deteccién de las curvas de amplificacion del
archivo de resultados, cree una carpeta.

2) El usuario puede ponerle a la carpeta el nombre que desee (para la funcion ‘Seegene
Export’ (Exportacion de Seegene), las carpetas “QuantStep3”, “QuantStep4” y “QuantStep5” se
crean de manera automatica para guardar los datos de cada curva de amplificacion debajo de

la carpeta creada por el usuario).
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B. Configuracion previa para el Data Analysis (Analisis de datos) en CFX96™

1) Después de la prueba, haga clic en la pestaia “Quantitation (Cuantificacion)” para ver los
resultados de la curva de amplificacion.

|7] Data Analysis - Test.pcrd
File View Settings Tools

B 8 & [ @vewedtrate.. |gyweicow: [Miwes <] ?

7] quarteation |[78) auanttation Data | ] wet urve | ] wie Curve Data | ] Gene Bxression | (2] End Port | [2] Ateic Discrminaton | (1) ac | ) Run inomaton

Amplification

No wells designated as Sample Type standard.

10

[V FAM  [¥] HEX [¥] CalRed610  [V] Quasar670  [¥] Quasar 705 Step Number: |4 -

Wel O] P 4| Cortent 0| Samwe 0] CB) 0
A Ho8 FAM Neg Qi 2417

A1 HEX  Unkn 2490
e A2 HEX Unkn 2476
c A3 HEX  Unkn 2474
5 A4 HEX  Unkn 28

A5 HEX  Unkn 2489
E AD6  HEX Unkn 2476
F AD7 HEX Unkn 24831

AD8 HEX Unkn 2479
< B0l HEX  Unkn 270
H B2  HEX  Unkn 2469

|| Completed | | [Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White | Analysis Mode: Baseline Subtracted Curve Fit

Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacién

2) Seleccione “No Baseline Subtraction (Sin sacar la linea de base)” del Analysis Mode
(Modo analisis) del menu Settings (Configuraciones).

Data Analysis - Test.pcrd

File View [[ERGE Tools
. g‘ u C(t) Determination Mode ~ » E.w;n ('mum (Al wels ‘ 2
2
. °“"‘“‘°b_1| AR T Baseline Subtracted sio |E End Point l Alielic Discrimination | ac | a Run information
& TraceStyles... Baseline Subtracted Curve it |

&, View/Edit Plate... ; -
v Mouse Highlighting 9 - No wels designated as Sample Type standard.

RFU (10%3)

Cycles [7] Log Scale

[¥] FAM [V] HEX [¥] CalRed610 (V] Quasar670 [V Quasar 705 Step Number: [4 ]‘

|| Wel 0| Fuor 4| Content Q| Sample Q| CO) ¢

O m m o0 o »

g
§§§§§§§§§§§

Completed | | ‘ Scan Mode: All Channels | Plate Type : BR White Anllysls Mode: No Blsellne Subtraction

Fig. 10. No Baseline Subtraction (Sin sacar la linea de base)
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3) Seleccione “Seegene Export (Exportacion de Seegene)” en el menu Tools

(Herramientas).
"[] Data Analysis - Test.pcrd [E=ERCRt x )i

File View Settings

8 &R Eg e iwels_________7]|?

Import Fluorophore Calibration...

|| (@ aurtinion [[F 0l @ replace pse.. e Dota | ] Gene Expressin | 28] End Pt | (] At Disciminaton | 11 ac | £ Fun fometion|

Export All Data Sheets to Excel

No wells designated as Sample Type standard.

RFU (10°3)

40
Cycles [] Log Scale
[V] FAM [V] HEX [V] CalRed610  [V] Quasar670  [V] Quasar 705 Step Number: D
[ JIK 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 | 12 || Wel Of Fuor | Content o Samle | Ct O
A BO4 HEX Unkn N/A
BOS HEX Unkn N/A
E BS  HEX  Unkn NA
{cd BO7 HEX Unkn N/A
B08 HEX Unkn N/A
D Co1 HEX Unkn NA
= C02 HEX Unkn N/A
- C03 HEX  Unkn NA
Co4 HEX Unkn NA
| (05 HEX  Unkn WA
' H | C06 HEX Unkn N/A
| ‘éomﬁfe{ed L | [ Scan Mode: All Channels [ Plate Type : BR White | kn;iysis Mode: No Baseline Subtraction i I!

IS

Fig. 11. Seegene Export (Exportacion de Seegene)

4) Elija una ubicacion para guardar los datos y haga clic en “OK (Aceptar)”.
"[] Data Analysis - Testperd Lo | E S|

File View Settings

B &g Al v iwets 7] ?

a Import Fluorophore Calibration...
|| (] cuartsnion [ 0l @ Reptace pste.. e Data | ] Gene Expression | 28] End Pt | (] At Discamnaton | 1 ac | ) Fun fomation|

Export All Data Sheets to Excel
Seegene Export

No wells designated as Sample Type standard.

RFU (10%3)

Choose destination folder
o 10 20
Cycles
B Desktop =
FAM [¥] HEX CalRed 610  [V] Quasar 670 (3 fz Libraries H Step Number: |4 M
& [ user
[ > 88 Compurer ol 0 Puor & Cortert 0] Samdle 0 CB) 0
> | L8 Come e e Te B
- 23 HEX Unkn N/A
8 & RecycleBin
Js HEX Unkn N/A
c 7 HEX Unkn NA
pe HEX Unkn N/A
8 1 HEX Unkn N/A
E C02 HEX Unkn N/A
F C03 HEX Unkn N/A
Co4 HEX Unkn N/A
G C05 HEX  Unkn NA
| C06 HEX Unkn N/A
| Completed | | Scan Mode: All Channels ‘ Plate Type: BR White | Analysis Mode: No Baseline Subtraction = l!
IS =

Fig. 12. Seegene Export (Exportacion de Seegene) a la carpeta designada
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C. Configuraciones para Data Analysis (Analisis de datos) en Seegene Viewer

1) Abra el programa Seegene Viewer y haga clic en Option (Opcién) para seleccionar CFX96

o CFX96 Dx en “Instrument (Instrumento)”.

Fée Ect | Option | Help
Instrument

W

Negative O Value
Print tams

User Account

Fig. 13. Seegene Viewer

2) Haga clic en “Open (Abrir)” para encontrar el archivo guardado en la carpeta “QuantStep3”,
abra el archivo de resultados, seleccione el equipo de prueba en el menu “PRODUCT
(PRODUCTO)".

€5 seegene Viewer - - [P
| Flle Edit Option Help —
@ @ (M (@ () ( %
@ @B @wow B PRODUCT @ Seegene
‘ Test - Quantitation Ct Results,xlsx x | 3 |
|
@ vELLPLATE o M WELLG o
| V1213 141"5| 6| 8|9 |109112 MFAM [ HEX Cal Red 610 Quasar 670 [ Quasar 705
| " 00000000000 ] 5
1900000000000 - 08 08
‘9000000000000 o o
' 000000000000 ;° gt goe
F9000000000000 .. 0.4 04
000000000000 - o5 o3
000000000000 °: o o2
000000000000 ! i :
= = = 070102030405060708089 0 010203040506070809 07010203040506070809
@ Negaive @ Positve @ Invalid [ combine Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)
D ApPLY RESULT o
Well Info Positive Find (] [C1 @ Vertical O Horizontal
I [[] sample No Patient id Well Name Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar 6... Quasar 705 Auto Interpretation Comment
1a A1 SAMPLE )
=] 5 801 'SAMPLE
] cot SAMPLE
(=] D01 SAMPLE
1o E01 SAMPLE
[m] FOl SAMPLE
3 Go1 SAMPLE
g HO! SAMPLE
12 A2 SAMPLE
a BO2 SAMPLE
] coz SAMPLE
([=] D02 SAMPLE v

Fig. 14. Configuraciones para Data Analysis (Andlisis de datos) en Seegene Viewer
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3) Controle los resultados de cada pocillo.

4) Criterio de validacion de los resultados de los controles

a. Ejecucién del ensayo valida

(D seegene Viewer . A K L 5 e |
File Edt Option Help
o) @ ) @ \f\) () 5~ | Allplex™ HPV HR Detection @) Seegene
Test - Quantitation Ct Results,xisx X | =)
@ vELL PLATE o WELL GRAPH o
1 2 3 4 5 6 7 8 89 10 11 2 EAFAM FIHEX F4CalRed 610 [ Quasar670 [FOuasar 705
000000000000 L g
: 000000000000 Tl o 7
£ 000000000000 L /
' 000000000000 o - fro
000000000000 /
Fr900000000000 250] 2504 1004 s
000000000000 . )1 g (3
900000000000 | —— | o D] | N
- 1 20 30 o 3 10 2 30 4@ b 1 % 3 o
@ Negative @ Positve @ Invalid [ comsine Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)
O AppLY RESULT o
Well Info Positive Find (] (.4  Positive Check Ml @ Vertical O Horizontal
Quasar 670 FAM HEX
[] SampleNo  Patientid  Well  Name Type Auto Interpretation Remark
X Cy @ Co 4 Ccu B Ccy s oy %N cw 16
o 2
=) High-risk HPV
[m] | | High-risk HPV |
=] 001 SAMPLE High-risk HPV | xR N/A N/A
] | eon | SAMPLE High-risk HPV | 5155 18.81 N/A
[m] | Fo | |_savPLE High-risk HPV 18 A | - N/A
[m] e | | _sameLe Hoh-iskHPV | ® nA | - | wa
a | Ho | | SAMPLE High-risk HPV | 52 NA | - N/A
[m] [ a2 | SAMPLE High-risk HPV | N/A N/A
@] 8 | SAMPLE High-risk HPV 51 16.52 N/A o
< >
Fig. 15. Resultado de la prueba en Seegene Viewer

Para confirmar la validez de las pruebas, las ejecuciones de la PCR se deben realizar con un PC
(control positivo) y un NC (control negativo). La ejecucién de un ensayo se considera valida
cuando se cumplen todos los criterios que se indican a

continuacion:

Resultado en Seegene Viewer

Control FAM (Ct) HEX (Ct) Cal Red 610 (Ct) Quasar 670 (Ct) Quasar 705 (Ct) Autointerpreta
66 45 58 51 59 16 33 39 52 IC 35 18 56 68 31 cién
Control Control
15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - -
positivo 1 positivo (+)
Control Control
- 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 -
positivo 2 positivo (+)
Control Control
- - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31
positivo 3 positivo (+)
Control Control
negativo negativo (-)

b. Ejecucion del ensayo invalida

En el caso de que haya una falla en la validacién, los resultados no deben interpretarse ni

informarse. Y la reaccién de PCR debe repetirse.
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2. CFX96™ Dx System (CFX Manager™ Dx Software v3.1)

Configuracion del instrumento de real-time PCR

Nota: La configuracion de la prueba del CFX96™ Dx System (Bio-Rad) se puede dividir en
3 pasos: Protocol Setup (Configuracion del protocolo), Plate Setup (Configuracién de la placa)

y Start Run (Comenzar la ejecucion).

A. Protocol Setup (Configuracién del protocolo)

1) En el menu principal, seleccione “File (Archivo)” - “New (Nuevo)” - “Protocol

(Protocolo)” para abrir “Protocol Editor (Editor del protocolo)”.

e CFX Manager Dx (admin) - (m] X
View User Run Tools Windows Help
Protocol...
BIORAD
[ Open > | Plate.. -
2  Recent Data Files » | el Gene study
133 Repeata Run
Exit
Startup Wizard ==
o
m’} Rumesine Select instrument CFX36 v
@h e Select run type
User-defined PrimePCR
No instrument detected after 120 seconds User:admin | 03/04/2021 11:55
Fig. 1. Protocol Setup (Configuracién del protocolo)
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2) En “Protocol Editor (Editor del protocolo)”, defina el perfil de temperatura como sigue:

Paso N.° de ciclos Temperatura Duracién
1 1 95 °C 15 min
2 95 °C 3s
3* 60 °C 10 s

45
4* 72 °C 10 s
5* 83 °C 5s

Nota*: Lectura de la placa en los pasos 3, 4 y 5. Se detecta fluorescencia a 60 °C, 72 °C y

83 °C.
Protoco’ Edit -
File Settings Tools ?
El ﬁ Insert Step | After v || Sample Volume (20 |l | Est. Run Time 01:43:00
1 2 \ G (1] 6} G
950 C %50 C
1500 U3 20 C T
\ 600 C = B !
=] T D
a4 %
1 950 C for 15:00
(4] insert Step 2 %50 C for 0:03
3 600 C for 0:10
["e]Insert Gradient + Plate Read
4 20 C for0:10
Insert GOTO 5 EH0C jor UG5
\ LSl
@ Insert Melt Curve s
i Add Plate Read to Step
Step Options
_;J Delete Step
OK Cancel

Fig. 2. Protocol Editor (Editor del protocolo)

Nota: Haga clic en “Insert GOTO (Insertar IR A)” y escriba en “GOTO 2, 44 more times (IRA

2, 44 veces mas)” en el paso 6.

3) Haga clic en la casilla que se encuentra junto a “Sample Volume (Volumen de la muestra)”

para agregar directamente 20 pL.
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4) Haga clic en OK (Aceptar) y guarde el protocolo para abrir la ventana Run Setup (Ejecutar

configuracioén).
VRun Setup
‘ [A4] Protocol (i3 Plate wf» Start Run
| Create New.,, Express Load
Select Existing.., Y
Selected Protocol
Test,prcl Edit Selected.,,
Preview
Est, Run Time: 01:43:00 (96 Wells-All Channels) Sample Volume: 20ul
T Z T S 13
|
| 950 C 950 C
| 15000 0:03 830 C
: 720 C L/ g
‘ 800 C / U1 @ c |3
| : ()] 0 N
T D
f m 0
| K i
|
|
|
|
| 2
44 %
|
Next >>
Fig. 3. Run Setup (Ejecutar configuracion): Protocol (Protocolo)
B. Plate Setup (Configuracion de la placa)
1) En la pestana “Plate (Placa)” en “Run Setup (Ejecutar configuracién)”, haga clic en
“Create New (Crear nuevo)” para abrir la ventana “Plate Editor (Editor de placa)”.
Run Setup =]
| F‘rntncnl‘ () Plate |IIB Start Run ‘
Express Load
[QuickP\ate.SB wells_all Channels,phd -]
Selected Plate
QuickPlate_96 wells_All Channmls, pltd
Preview
Fluorophores: FaM, HEX, Texas Red. Cyb, Quasar 705 Plate Type: BR Clear Scan Mode: &ll Channels
1 2 3 4 5 g 7 g 9 ) 1 12
A Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk
B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
C Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk
D Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
E Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk. Unk Unk
F Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
G Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk. Unk Unk Unk Unk Unk
H Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk
<<Prev | [ Mext>> |

Fig. 4. Plate Editor (Editor de la placa)
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2) Haga clic en “Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos)” para indicar los
fluorocromos (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar 670 y Quasar 705) que se usaran y haga clic
en “OK (Aceptar)”.

‘ File  Settings Editing Tools ;
H il Scan Mode | All Channels v ";, Well Groups... | & Trace Styles... | =2 Spreadsheet View/Importer @ Plate Loading Guide
! 2 3 4 5 6 7 8 El 10 il 12 l@ Select Fluorophores...
A | | | | | | | |
Select Fluorophores X B Sample Type =
B =
Channel Fuorophore Selected Color
c -
[ v | |- T
D r Y\ —
: Py I (—
: e r\ =
; clcad st o -
r — !
G 3 ROX r = i
7 Tevas e r — e
CalRed 610 [ _ 'mﬂ Experiment Settings. .,
e r\ T | A Clear Replicate #
s O —
Quasar 670 v _ = [j Clear Wells
s Qs s Py —
\ 0K Cancel
Plate Type: BF Cloar (oo oK Cancel
LIGHEL S A 7] Sample [] Well Group [] Biological Set [] Well Note

Fig. 5. “Select Fluorophores (Seleccionar fluorocromos)” (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar
670 y Quasar 705)

3) Seleccione los pocillos en los cuales se colocara el tubo de PCR y seleccione su tipo de
muestra en el menu desplegable “Sample Type (Tipo de muestra)”.

- Unknown (Desconocido): Muestras clinicas

- Negative Control (Control negativo)

- Positive Control (Control positivo)

4) Haga clic en las casillas de verificacién correspondientes (FAM, HEX, Cal Red 610, Quasar
670 y Quasar 705) para especificar cuales son los fluorocromos que se detectaran en los

pocillos seleccionados.

5) Escriba en “Sample Name (Nombre de la muestra)” y PC (PC1, PC2y PC3) y después
presione la tecla ENTRAR.
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6) En “Settings (Configuraciones)” del menu principal del Plate Editor (Editor de placa),

elija “Plate Size (96 wells) [Tamaiio de placa (96 pocillos)]” y “Plate Type (BR White) [Tipo

de placa (Blanco brillante)]”.

Plate Editor - Testpitd

el

File

Editing Tools

Settings

Blate Size

>
Plate Type >

-
=]

‘Well Groups... |l Trace Styles.

== Spreadshest View/Importer

PY

@ Plate Loading Guide

Number Convention  » ER Clear T 2
Unite R unke unke
TEX T TEX =
A | caiRedem | caResen | caimedcio
Quasar 670 Quasar €70 Quasar 67
Quasar 705 | Quasar 705 Quasar 705
Unk Unk Unk
Fan Fau Fam
HEX HEX HEX
B Cal Red 610 Cal Red 610 [= 61
Guasar €70 | Guuaser €70 Quasar €70 | Guasar 610
Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705 Quasar 705

Unic Tnic Unic Tnic Unic Tnie Tnie [
FAN Al FAN Al FAN FAL
HEX HEX H HEX H HEX
C | csiredeno = CslRad €10
Quasar 670 Quasar 670
Quasar 705 Quasar 705
Unkc
AN
HEX
D | cairedeino
Quasar €70
Quasar 705
Unic

J

Plate Type: BR White

Wiew
Sample [] Well Group [T Biological Set [ Well Note

[g_g- Select Fluorophores. ..
Sample Type
Load Target Name

FaM <none> -
HEX <nane> -
CalRed 610 <none> -
Quasar670  <none> -
Quasar 705 <none> -
Load Sample Mame

i} <none’ -
Load Replicate #

] 1 =

[ Replicate Series

]

‘“-35 Experiment Settings...

Clear Replicate #

Clear Wells

Fig. 6. Plate Setup (Configuracion de la placa)

7) Haga clic en “OK (Aceptar)” para guardar la placa nueva.

8) Se lo redirigira a la ventana “Run Setup (Ejecutar configuracion)”.

-
Run Setup
(4] Protocol (3 Plate upp Start Run

Create New...

Select Existing...

Selected Plate

Express Load

QuickPlate_96 wells_All Channels, pltd Edit Selected...
Preview
Fluorophores: FAM, HEX. Cal Red 610, Quasar 670, Quasar 705 Plate Type: BR White Scan Mode: All Channels
1 2 .3 4 5 6 2 8 9 10 Ll 12

) Unk | Unk II Unk Unk ! Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk I Unk

B Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk I Unk

C Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

D Unk Unk II Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk Unk

E Unk Unk Unk Unk Unk Pos Unk Unk Unk Unk Unk Pos

F Unk Unk Unk Unk Unk Pos Unk Unk Unk Unk Unk Pos

G Unk Unk Unk Unk Unk Pos Unk Unk Unk Unk Unk Pos

H Unk Unk Unk Unk Unk Neg Unk Unk Unk Unk I Unk Neg

<< Prey Next >>

Fig. 7. Run Setup (Ejecutar configuracion): Plate (Placa) (Protocolo)

9) Haga clic en “Next (Siguiente)” para Start Run (Comenzar la ejecucion).
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C. Start Run (Comenzar la ejecucion)

1) En la pestafa “Start Run (Comenzar la ejecucion)” en “Run Setup (Ejecutar

configuracion)”, haga clic en “Close Lid (Cierre la tapa)” para cerrar la tapa del instrumento.

Run Setup )
(4] Protocol () Plate B> Start Fiun
Run Information

Protocol:  Allplex prel
Plate: Test pltd
Notes:

Scan Mode: All Channels
Start Run on Selected Block(s)

Block Name a Type Run Status Sample Volume ID/Bar Code
[BR203500 Jreerx Ide 20

[ Select &l Blocks

@ Flash Block Indicator || 27 Open Lid Z1  Close Lid

<< Pray

Fig. 8. Close Lid (Cerrar la tapa)

2) Haga clic en “Start Run (Comenzar la ejecucién)”.

3) Guarde el archivo de la ejecucién en Mis documentos o en una carpeta designada. Escriba

el nombre del archivo, haga clic en “SAVE (GUARDARY)” y comenzara la ejecucion.

2.2. Data Analysis (Analisis de datos)

A. Crear carpetas para exportar datos

1) Para guardar los datos de todos los pasos de deteccién de las curvas de amplificacién del
archivo de resultados, cree una carpeta.

2) El usuario puede ponerle a la carpeta el nombre que desee (para la funcién ‘Seegene
Export’ (Exportacién de Seegene), las carpetas “QuantStep3”, “QuantStep4” y “QuantStep5” se
crean de manera automatica para guardar los datos de cada curva de amplificacion debajo de

la carpeta creada por el usuario).
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B. Configuracion previa para el Data Analysis (Analisis de datos) en CFX96™

1) Después de la prueba, haga clic en la pestafia “Quantification (Cuantificacion)” para ver

los resultados de la curva de amplificacion.

File View Settings Export Tools

% Plate Setup ~

\m Data Analysis - Test perd - o

X

"'.'| Fluorophore v ‘ ?

[ auaniticaton [ /78] Quanticaton Data ] et Curve B8 Mek Cuve Data ] Gene Expression [E88] End Port [IE] Al Dscrinaton {88 Custom Data View & o ) Run ifomaton

No whis designated as Sample Type standard

Cycles

DI FAM [ HEX [ CdRed610 [ Quasar670 [ Guasar 705

Step Number:

4 Wel O] Puor ) Taget 4| Contert 0] Sangle 0] Ca 0]
A D09 Quasar 70 Unkn 20.02

E09  CalRed61( Unkn N/A
g E09  FAM Unkn N/A
< E09  HEX Unkn NA
D E09  Quasar670 Unkn N/A
£ E09  Quasar 70 Unkn 572

F03  CalRed61( Unkn U5
5 F09  FAM Unkn NA
G F03  HEX Unkn N/A
" F03  Quasar670 Unkn NA

FNQ (uiser 708 Unkn N/A

Baseline Setting: Baseline Subtracted Curve Fit

| Completed

Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White

Fig. 9. Resultados de la curva de amplificacion

2) Seleccione “No Baseline Subtraction (Sin sacar la linea de base)” en la Baseline Setting

(Configuracion de la linea de base) en el menu Settings (Configuraciones).

- Data Analysis - Test perd

o s [

= o

X

&3; plate setup ~ | & | [Fluorophore || 2

Gene Expresson (358 End Port [12] Aekc Dscmnaton {8 Custom Dataview 1) 0C ) Run komaton

E Ouarthont €q Determination Mode

wil Analysts Mode Baseline Subtracted
. I cycles to Anayze Baseline Subtracted Curve Fit

vl Apply Fluorescence Drift Comection

6 Trace Styles.
T8, plate Setup
Include All Excluded Wells

RFU(103)

¥ Mouse Highlighting
Restore Default Window Layout
===

0 ° 20
Cycles

v & e

No wels desgnated as Saple Type sandasd

B FAM EJHEX [ CdRed$10  £F Quas 670

Completed

1 2 3 4 5 6 7 B 9 1 |.n | Wel O Puxr O Teget & Cotent O Seple 0 Ca O
A B8  CalRedb Unkn N/A

B8 FAM Unkn N/A
s BOS  HEX Unkn N/A
< BOS  Ouasar 67 Unkn N/A
D BB Quasar 10 Unkn N/A
& C08  CalRed 6l Urikn A

coe  FAM Urin WA
£ o8 HEX Urin WA
G C08  OQuasar 670 Unkn N/A
" €08 Guasar 705 Urikn NA

nne ol Radt 10 Tinin N/A

Scan Mode: All Channels | Plate Type: 8R White

Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Fig. 10. No Baseline Subtraction (Sin sacar la linea de base)
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3) Seleccione “Seegene Export (Exportacion de Seegene)” en el menu Export (Exportar).

\am Data Analysis - Testpcrd - o X

Flle View Settings Tools &y plate setup - | & | Fiuorophore 1| 2
[ ourticatn [@ ¢ ExportAllDatasheets B et Curve Data ] Gene Bxression 28] End Port [TE] Aleic Discimination {8F Custom Data View aC ) Run komation
B Custom Export.

0 £ TE  Export to LIMS Folder...

No wels designated as Sample Type standard.

RFU(10%3)

M FAM [ HEX [ CalRed 610 Step Number: (4 v

I Wel Q| Fuor ¢ Taget & Content Q| Sample O Cq ¢
A AD? FAM Unkn N/7A
A07 HEX Unkn N/A
L A07 Quasar 670 Unkn N/A
< AD7  Quasar 705 Unkn NA
D B07 Cal Red 61( Unkn N/A
& B07 FAM Unkn N/A
B07 HEX Unkn N/A
F B07 Quasar 670 Unkn N/A
G B07 Quasar 705 Unkn N/A
H Cco7 Cal Red 61( Unkn N/A
7 FAM [ N/A

Eo?plg Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White ‘Baseline ﬁnﬁomne Subtraction

Fig. 11. Seegene Export (Exportacion de Seegene)

4) Elija una ubicacion para guardar los datos y haga clic en “OK (Aceptar)”.

\am Data Analysis - Testpcrd - o X
‘=| Fluorophore v ‘ ?
[ ourttcsin [q@ ¢ ExportAllDatasheets  » B et cuve Data ] Gene Bxpresson 8] EndPont [E] Aleic Discrmnston {88 Custom Data iew [ aC ) Run komation

3 Custom Export..
Es Export to LIMS Folder... v

File View Settings Tools %Plate Setup ~

‘ No wells designated as Sample Type standard

r —
Browse For Folder

s
5
; Choose destination folder
H
2 B Desktop -
4 © [ Libraries
A user H
3 & {8 Computer
[ 10 20 30 € Network
Cycles > [58 Control Panel
[ FAM [ HEX [Z] Cal Red 610 P
Cortent 0| Sample 0| Ca_0)] 3
A oc ) [emea ] Hijnin N/A
0 Unkn NA
2 A7  Quasar 670 Unkn NA
C AD7  Quasar 705 Unkn NA
) B07  CalRed61( Unkn NA
= B07  FAM Unkn NA
B07  HEX Unkn NA
F B07  Quasar670 Unkn NA
G B07  Quasar 705 Unkn NA
" C07  CalRed61( Unkn NA
rn7 FAM Linkn N/A

Completed Scan Mode: All Channels | Plate Type: BR White | Baseline Setting: No Baseline Subtraction

Fig. 12. Seegene Export (Exportacion de Seegene) a la carpeta designada
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C. Configuraciones para Data Analysis (Analisis de datos) en Seegene Viewer

1) Abra el programa Seegene Viewer y haga clic en Option (Opcién) para seleccionar CFX96

0 CFX96 Dx en “Instrument (Instrumento)”.

Fée £t | Opton | Help

['4 ( | ABT:

@ W st
w ol » CFXS6
St Xt » CFX96 D
Nimbus/STARlet Setting ’
Sample Index Setting »
:

Negative O Value

) Seegene

Print tems

User Account

Fig. 13. Seegene Viewer

2) Haga clic en “Open (Abrir)” para encontrar el archivo guardado en la carpeta “QuantStep3”,
abra el archivo de resultados, seleccione el equipo de prueba en el menu “PRODUCT
(PRODUCTO)".

€5 seegene Viewer — [P
| Flle Edit Option Help — —
| (R ¢ ( ( (A ( %
W@®@wow B PRODUCT @ Seegene
‘ Test - Quantitation Ct Results.xlsx x | & |
|
@ vELLPLATE o M WELLG o
| L2008 [aitel] e juriiiec] gl 10 anlag A FAM B4 HEX Cal Red 610 Quasar 670 Quasar 705
| " 00000000000 09] 09
1900000000000 - 0s] 08
‘9000000000000 o o
' 000000000000 ;° gt goe
F9000000000000 .. 0.4 04
r990000000000 osi 03
000000000000 °: o o2
000000000000 °! i :
= = — 0707102030405060708089 0010203040506070808 070702030405060708089
@ Negaive @ Positve @ Invalid [ combine Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)
‘ D ApPLY RESULT o
Well Info Positive Find (] [C1 @ Vertical O Horizantal
i [[] sample No Patient id Well Name Type FAM HEX Cal Red 610 Quasar 6... Quasar 705 Auto Interpretation Comment
1a A1 SAMPLE )
=] 801 SAMPLE
] cot SAMPLE
(=] D01 SAMPLE
(=] EO1 SAMPLE
[m] FOl SAMPLE
3 Go1 SAMPLE
(=] HO! SAMPLE
12 A2 SAMPLE
a BO2 SAMPLE
] coz SAMPLE
a D02 SAMPLE 2

Fig. 14. Configuraciones para Data Analysis (Andlisis de datos) en Seegene Viewer

38 |F-202989/8838 461 HREIKIPVIZANMAT

Pégina 38 de 62



@ Seegene

Allplex™ HPV HR Detection

3) Controle los resultados de cada pocillo.

4) Criterio de validacion de los resultados de los controles

a. Ejecucién del ensayo valida

(D seegene Viewer . A K L 5 e |
File Edt Option Help
o) @ ) @ \f\) () 5~ | Allplex™ HPV HR Detection @) Seegene
Test - Quantitation Ct Results,xisx X | =)
@ vELL PLATE o WELL GRAPH o
1 2 3 4 5 6 7 8 89 10 11 2 EAFAM FIHEX F4CalRed 610 [ Quasar670 [FOuasar 705
000000000000 L g
: 000000000000 Tl o 7
£ 000000000000 L /
' 000000000000 o - fro
000000000000 /
Fr900000000000 250] 2504 1004 s
000000000000 . )1 g (3
900000000000 | —— | o D] | N
- 1 20 30 o 3 10 2 30 4@ b 1 % 3 o
@ Negative @ Positve @ Invalid [ comsine Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)
O AppLY RESULT o
Well Info Positive Find (] (.4  Positive Check Ml @ Vertical O Horizontal
Quasar 670 FAM HEX
[] SampleNo  Patientid  Well  Name Type Auto Interpretation Remark
X Cy @ Co 4 Ccu B Ccy s oy %N cw 16
o 2
=) High-risk HPV
[m] | | High-risk HPV |
=] 001 SAMPLE High-risk HPV | xR N/A N/A
] | eon | SAMPLE High-risk HPV | 5155 18.81 N/A
[m] | Fo | |_savPLE High-risk HPV 18 A | - N/A
[m] e | | _sameLe Hoh-iskHPV | ® nA | - | wa
a | Ho | | SAMPLE High-risk HPV | 52 NA | - N/A
[m] [ a2 | SAMPLE High-risk HPV | N/A N/A
@] 8 | SAMPLE High-risk HPV 51 16.52 N/A o
< >
Fig. 15. Resultado de la prueba en Seegene Viewer

Para confirmar la validez de las pruebas, las ejecuciones de la PCR se deben realizar con un PC
(control positivo) y un NC (control negativo). La ejecucién de un ensayo se considera valida
cuando se cumplen todos los criterios que se indican a

continuacion:

Resultado en Seegene Viewer

Control FAM (Ct) HEX (Ct) Cal Red 610 (Ct) Quasar 670 (Ct) Quasar 705 (Ct) Autointerpreta
66 45 58 51 59 16 33 39 52 IC 35 18 56 68 31 cién
Control Control
15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - -
positivo 1 positivo (+)
Control Control
- 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 -
positivo 2 positivo (+)
Control Control
- - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31 - - 15<Ct<31
positivo 3 positivo (+)
Control Control
negativo negativo (-)

b. Ejecucion del ensayo invalida

En el caso de que haya una falla en la validacién, los resultados no deben interpretarse ni

informarse, y la reaccién de PCR debe repetirse.
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RESULTADOS

1. Informacién del analito

Analitos
Fluorocromos
Grafico 3
FAM HPV66 HPV45 HPV58
HEX HPV51 HPV59 HPV16
Cal Red 610 HPV33 HPV39 HPV52
Quasar 670 IC HPV35 HPV18
Quasar 705 HPV56 HPV68 HPV31
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2. Interpretacion de los resultados

Analitos l Valor de C; l Resultado ‘
<43 Detectable (+)
Blancos
>43 o0 N/A No detectable (-)
<43 Detectable (+)
IC
>43 o0 N/A No detectable (-)

Blanco IC
Resultado* Resultado*

Interpretaciéon general

Acido nucleico blanco detectable

* * - Identificacion del tipo de HPV blanco

Acido nucleico blanco detectable**
+ - - Identificacion del tipo de HPV blanco

- Puede haber otros genotipos de HPV que no se detecten.
- + Acido nucleico blanco no detectable

Invalido

- Una sefal negativa del IC indica una obtencion inadecuada
de la muestra, un procesamiento incorrecto o la presencia
de inhibidores.

- Repita la prueba a partir de la extracciéon de acidos

nucleicos con otra alicuota de la muestra original.

* Si el control interno o cualquier otra sefial no se observan: consulte la seccién SOLUCION DE
PROBLEMAS.
** La senal del control interno puede estar disminuida o ausente debido a titulos altos de

patdégenos.
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3. Aplicacion a muestras clinicas

Muestra clinica 1

— ;
1500 / L 400§ / 300] /
[ ic { /
i 300 ] / /
/ 200]
Elooo, f E E ;:B
f 200 ] /
& 3
] i 100
500 / 100 ] 5 ]
/
/ IC
O 12— [ = S 0 F -
[ 10 20 30 40 [ 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)

Muestra clinica 2

1500 4 — 1500 —
P ; 400
1250 4 ,“’ 7 12504 5
1000 ] / 4 300 10004
E 750 / far By EREE
500 / / 500 ]
250 ] / 1004 250 ]
/ 163 18
[ 211 O = = 0] oL
[ 10 20 30 £ [} 10 20 30 ) 0 10 20 30 40
Cycle (Graph 1) Cycle (Graph 2) Cycle (Graph 3)
Resultado en Seegene Viewer (Ct)
Muestr | Autointerpretac | Comen Quasar Quasar
FAM HEX Cal Red 610 Quasar 705
a ion tario 670 670
HPV de alto IC 66 45 58 51 59 16 33 39 52 35 18 56 68 31
1 58, 68
riesgo 237 NA | NA | 3958 | NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA | 3905 | NA
HPV de alto IC 66 45 58 51 59 16 33 39 52 35 18 56 68 31
2 16, 33
riesgo 2379 NA | NA | NA | NA | NA | 2404 | 3478 | NNA | NA | NA | NNA | NA | NA | NA
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SOLUCION DE PROBLEMAS

Allplex™ HPV HR Detection

OBSERVACION

CAUSAS PROBABLES

SOLUCION

No hay senal

Los fluorocromos para el
analisis de datos no cumplen

con el protocolo

Seleccione los fluorocromos correctos para el
andlisis de datos.

Configuracion incorrecta del

termociclador en tiempo real

Controle las condiciones del termociclador y

repita la prueba con la configuracion correcta.

Almacenamiento incorrecto o
vencimiento del equipo de

prueba

Controle las condiciones de almacenamiento

(consulte la pagina10) y la fecha de
vencimiento (consulte la etiqueta) del equipo
de prueba y use un equipo nuevo si es

necesario.

No hay seial del

control interno

Alta carga de acido nucleico

del patégeno

Si se observa la sefial del patégeno blanco
pero no la del IC, entonces la amplificacién del
IC puede haberse inhibido por el titulo alto del
patégeno blanco. Si desea observar la sefal
del IC, diluya la muestra (1/3 a 1/10) en
soluciéon salina amortiguadora y repita la

prueba desde el paso de extraccion.

Presencia de un inhibidor de
la PCR

Diluya el acido nucleico extraido (1/2 a 1/5) en
RNase-free Water y repita la prueba a partir del
paso de PCR.

Si se repite el resultado, diluya la muestra (1/3
a 1/10) en solucion salina amortiguadora y
repita la prueba a partir del paso de extraccion.

Obtencién incorrecta de la

muestra

Si no se observa la sefial del blanco ni la sefial
del IC, significa que la muestra se obtuvo de
manera incorrecta. Vuelva a obtener la

muestra.

Aparentes falsos
positivos o sefnales del
blanco observadas con

el control negativo

Contaminacién

Descontamine todas las superficies y los
instrumentos con hipoclorito de sodio y etanol.
Use solamente tips con filtro durante todo el
procedimiento y cambie los tips al cambiar de
tubo. Repita el procedimiento por completo a
partir de la extraccion de acidos nucleicos con

un nuevo juego de reactivos.
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Allplex™ HPV HR Detection

OBSERVACION

CAUSAS PROBABLES

SOLUCION

Aparentes falsos
negativos o ausencia
de seiial con el control

positivo

Contaminacion cruzada
entre PC1,2y 3

Vuelva a comenzar desde el paso de
extraccion o desde el paso de real-time PCR.

Error en la obtencion de la
muestra

Controle el método de obtencién de la muestra
y repita la obtencién de la muestra.

Almacenamiento incorrecto
de la muestra

Vuela a obtener la muestra y repita todo el
procedimiento. Asegurese de que la muestra
se almacene segun recomendacion.

Error en la extraccion de
acidos nucleicos

Controle el procedimiento de extracciéon de
acidos nucleicos y su concentracion, y repita la
extraccion de acidos nucleicos.

Error al agregar el acido
nucleico a los tubos de PCR
correctos

Controle los nimeros de muestra de los tubos
que contienen los acidos nucleicos vy
asegurese de agregar los acidos nucleicos a
los tubos de PCR correctos, y repita la prueba
cuidadosamente si es necesario.

Presencia de un inhibidor

Diluya la muestra (1/3 a 1/10) en solucion
salina amortiguadora y repita la prueba a partir
del paso de extraccion.

Los fluorocromos para el
analisis de datos no cumplen
con el protocolo

Seleccione los fluorocromos correctos para el
analisis de datos.

Programacion incorrecta

Repita la PCR con la configuracion correcta.

Mezcla de la PCR incorrecta

Confirme que se hayan agregado todos los
componentes a la mezcla de reaccion. La
sensibilidad depende de la composicion previa
de la mezcla. Todos los reactivos deben
homogeneizarse y centrifugarse antes de su

Dejar los reactivos a
temperatura ambiente
durante mucho tiempo o en
condiciones de
almacenamiento
inadecuadas.

Controle las condiciones de almacenamiento y
la fecha de vencimiento (consulte la etiqueta
del equipo) de los reactivos y use un equipo
nuevo si es necesario.

Contaminacion en
cualquier ciclo de la
curva de amplificacion

Burbuja en el tubo de PCR

Centrifugue el tubo de PCR antes de la
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RENDIMIENTO

1. Especificidad analitica

La alta especificidad del Allplex™ HPV HR Detection se garantiza por el uso de oligonucleétidos
disefiados especificamente para los blancos de interés. Se probd el Allplex™ HPV HR Detection
para determinar reactividad cruzada con 105 patdgenos diferentes, Unicamente se amplificaron y
detectaron por PCR los blancos especificados.

N.° de aislado Resultadot
1 Acinetobacter baumannii ZMC 0801597 No detectable
2 Acinetobacter Iwoffii ZMC 0801909 No detectable
3 Adenovirus type 1 ZMC 0810050CF No detectable
4 Adenovirus type 18 KBPV KBPV-VR-4D No detectable
5 Adenovirus type 23 KBPV KBPV-VR-5D No detectable
6 Adenovirus type 40 ZMC 0810084CF No detectable
7 Bacteroides fragilis ZMC 0801583 No detectable
8 Bifidobacterium longum ZMC 0804047 No detectable
9 Candida albicans ZMC 0801504 No detectable
10 Chlamydia trachomatis ZMC 0801775 No detectable
1 Clostridium perfringens type A ZMC 0801585 No detectable
12 Corynebacterium genitalium ZMC 0804108 No detectable
13 Cytomegalovirus (CMV) (strain: AD-169) ZMC 0810003CF No detectable
14 Enterobacter cloacae ZMC 0801597 No detectable
15 Enterococcus faecalis ZMC 0801637 No detectable
16 Escherichia coli ZMC 0801517 No detectable
17 Fusobacterium nucleatum ZMC 0801911 No detectable
18 Gardnerella vaginalis ZMC 0801894 No detectable
19 Haemophilus ducreyi ZMC 0801736 No detectable
20 Herpes Simplex Virus type 1 (HSV-1) ZMC 0810005CF No detectable

(Strain: Maclntyre)
21 Herpes Simplex Virus Type 2 (HSV-2) ZMC 0810006CF No detectable
(Strain: MS)
22 Human Hepatitis B Virus (HBV) ZMC NATHBV-0006 No detectable
23 Human immunodeficiency virus (HIV-1) ATCC VR-3245SD No detectable
24 Klebsiella pneumoniae ZMC 0801506 No detectable
25 Lactobacillus acidophilus ZMC 0801540 No detectable
45 IF-20289(20380468 MBIV #ANMAT
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26 Lactobacillus crispatus ZMC 0804143 No detectable
27 Lactobacillus gasseri ZMC 0804327 No detectable
28 Lactobacillus iners ZMC 0804261 No detectable
29 Lactobacillus jensenii ZMC 0804260 No detectable
30 Mobiluncus curtisii ZMC 0804141 No detectable
31 Mobiluncus mulieris ZMC 0804116 No detectable
32 Mycoplasma hominis ZMC 0804011 No detectable
33 Neisseria gonorrhoeae ZMC 0801482 No detectable
34 Neisseria lactamica ZMC 0801752 No detectable
35 Neisseria meningitidis Serogrupo A ZMC 0801511 No detectable
36 Neisseria sicca ZMC 0801754 No detectable
37 Peptostreptococcus anaerobius ZMC 0804012 No detectable
38 Prevotella melaninogenica ZMC 0804292 No detectable
39 Proteus mirabilis ZMC 0804544 No detectable
40 Pseudomonas aeruginosa ZMC 0801519 No detectable
41 Pseudomonas fluorescens ZMC 0804248 No detectable
42 Serratia marcescens ZMC 0801723 No detectable
43 Simian Virus 40 (SV40) ATCC VRMC-2 No detectable
44 Staphylococa?ls. .aureus resistente a la ZMC 0801638 No detectable
meticilina (MRSA)
45 Staphylococcus Iep.idermidis resistente a ZMC 0801651 No detectable
la meticilina (MRSE)
46 Streptococcus agalactiae ZMC 0801545 No detectable
47 Streptococcus mitis ZMC 0801695 No detectable
48 Streptococcus pyogenes ZMC 0801512 No detectable
49 Sifilis (Treponema pallidum) ZMC KZMC002 No detectable
50 Trichomonas vaginalis ZMC 0801805 No detectable
51 Ureaplasma urealyticum NCTC 10177 No detectable
52 HPV1 DNA clonado No detectable
53 HPV2 DNA clonado No detectable
54 HPV3 Aislado proveniente de Corea No detectable
55 HPV4 DNA clonado No detectable
56 HPV5 DNA clonado No detectable
57 HPV8 DNA clonado No detectable
58 HPV10 Aislado proveniente de Corea No detectable
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N.° de aislado Resultadot
59 HPV13 DNA clonado No detectable
60 HPV27 Aislado proveniente de Corea No detectable
61 HPV30 DNA clonado No detectable
62 HPV32 Aislado proveniente de Corea No detectable
63 HPV34 Aislado proveniente de Corea No detectable
64 HPV55 Aislado proveniente de Corea No detectable
65 HPV57 Aislado proveniente de Corea No detectable
66 HPV62 Aislado proveniente de Corea No detectable
67 HPV67 Aislado proveniente de Corea No detectable
68 HPV71 Aislado proveniente de Corea No detectable
69 HPV72 Aislado proveniente de Corea No detectable
70 HPV74 Aislado proveniente de Corea No detectable
71 HPV81 Aislado proveniente de Corea No detectable
72 HPV83 DNA clonado No detectable
73 HPV84 Aislado proveniente de Corea No detectable
74 HPV85 DNA clonado No detectable
75 HPV102 DNA clonado No detectable
76 SiHa (HPV16 positivo) KCLB 30035 HPV16 detectable
7 Hela (HPV18 positivo) KCLB 10002 HPV18 detectable
78 HPV16 NIBSC 06/202 HPV16 detectable
79 HPV18 NIBSC 06/206 HPV18 detectable
80 HPV31 NIBSC 14/258 HPV31 detectable
81 HPV33 NIBSC 14/260 HPV33 detectable
82 HPV35 Aislado proveniente de Corea HPV35 detectable
83 HPV39 Aislado proveniente de Corea HPV39 detectable
84 HPV45 NIBSC 14/104 HPV45 detectable
85 HPV51 Aislado proveniente de Corea HPV51 detectable
86 HPV52 NIBSC 14/262 HPV52 detectable
87 HPV56 Aislado proveniente de Corea HPV56 detectable
88 HPV58 NIBSC 14/264 HPV58 detectable
89 HPV59 Aislado proveniente de Corea HPV59 detectable
90 HPV66 Aislado proveniente de Corea HPV66 detectable
91 HPV68 Aislado proveniente de Corea HPV68 detectable
92 HPV6 NIBSC 14/256 No detectable
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N.° de aislado Resultadot
93 HPV11 NIBSC 14/100 No detectable
94 HPV26 Aislado proveniente de Corea No detectable
95 HPV40 Aislado proveniente de Corea No detectable
96 HPV42 Aislado proveniente de Corea No detectable
97 HPV43 Aislado proveniente de Corea No detectable
98 HPV44 Aislado proveniente de Corea No detectable
99 HPV53 Aislado proveniente de Corea No detectable
100 HPV54 Aislado proveniente de Corea No detectable
101 HPV61 Aislado proveniente de Corea No detectable
102 HPV69 Aislado proveniente de Corea No detectable
103 HPV70 Aislado proveniente de Corea No detectable
104 HPV73 Aislado proveniente de Corea No detectable
105 HPV82 Aislado proveniente de Corea No detectable

t Las pruebas de especificidad se repitieron 3 veces.

X ATCC: American Type Culture Collection
KBPV: Korea Bank for Pathogenic Viruses
ZMC: ZeptoMetrix Corporation
NCTC: National Collection of Type Culture
NIBSC: National Institute for Biological Standards and Control
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2. Sensibilidad analitica

Para determinar el limite de deteccién (LoD) del Allplex™ HPV HR Detection, los pDNA (DNA
plasmidicos) de los blancos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68 y 2 tipos de lineas
celulares con los blancos 16 y 18 se diluyeron de manera seriada en una mezcla de muestras de
cuello uterino obtenidas en solucidon ThinPrep. Los acidos nucleicos se extrajeron con el equipo
Microlab NIMBUS IVD (STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit). El LoD para cada blanco se calculé

con la funcién probit con el software (MedCalc V20.015).

2-1. Limite de deteccion: lineas celulares con HPV

Limite de deteccion

Blanco (células/mL)
SiHa (HPV16) 889
HelLa (HPV18) 45,2

2-2. Limite de detecciéon: HPV pDNA

Limite de deteccion

Limite de deteccion

(copias/mL) Blanco ‘ (IU/mL)
HPV35 3556 HPV16 4134
HPV39 2515 HPV18 1217
HPV51 3142 HPV31 3680
HPV56 3623 HPV33 1616
HPV59 3660 HPV45 5643
HPV66 3941 HPV52 2067
HPV68 3586 HPV58 2263

3. Reproducibilidad

La prueba de reproducibilidad se prepard incluyendo muestras positivas moderadas (3X LoD) y
muestras positivas bajas (1X LoD). En cada lugar de prueba, el equipo se probd durante 5 dias, se
realizaron 2 ejecuciones por dia a cargo de 2 operadores diferentes y cada blanco se probé por
triplicado. Se determinaron las tasas de positividad para cada blanco para el estudio de
reproducibilidad: 100,0% para las muestras positivas moderadas y 295% para las muestras positivas
bajas. La reproducibilidad del Allplex™ HPV HR Detection se evalué en diferentes ejecuciones,
lugares y lotes de producto. Se cumple con el criterio para las tasas de positividad para todas las
concentraciones y los valores de CV fueron menores de 10 (<10).

Los resultados fueron satisfactorios de acuerdo al criterio establecido arriba, por lo tanto se confirma

la reproducibilidad del rendimiento del Allplex™ HPV HR Detection.
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4. Sustancias interferentes

No se afectaron los resultados por el agregado de la sustancia: no se observaron detecciones
inespecificas ni inhibiciones de la amplificaciéon del blanco. En funciéon de los resultados, 7 tipos de

sustancias interferentes no tuvieron efecto sobre los resultados del Allplex™ HPV HR Detection.

o Concentracién en la
Sustancias interferentes Fuente

prueba

1 Sangre Human 5% viv

Lee Biosolutions

2 Leucocitos, sonicados (Nam. Cat. 342-10-1)

1X10° células/mL

. . . Sigma-Aldrich o
3 Mucina (Mucina de estémago de cerdo) (NGm. Cat. M1778-10G) 10% viv
4 Espermicida (Nonoxynol-9) Abcam 10% wiv

(NGm. Cat. ab143673)

5 Yeast Gard Advanced® Lake Consumer 10% wiv

Products, Inc.

6 Lubricante Vagisil® 10% wiv
7 Pildora anticonceptiva (Mercilon®) Alvogen® 10% wiv
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5. Rendimiento clinico
[Comparacién del rendimiento con un comparativo aprobado con marca CE-IVDD]

El Allplex™ HPV HR Detection mostré el mismo rendimiento clinico como prueba de deteccién
principal de cancer de cuello uterino que el ensayo de referencia para la estratificacion de riesgo por
CIN 2+, segun larevision de la patologia central en casos diagnosticados de cancer de cuello uterino.
Como sucede con la neoplasia intraepitelial cervicouterina (cervical intraepithelial neoplasms, CIN),
la sensibilidad y la especificidad relativa de la prueba del ensayo y la prueba de HPV DNA
comparativa deben estar por arriba del 90% y el 98% respectivamente, lo que se define en funcién
del criterio de equivalencia (Arbyn et al., 2015). El Allplex™ HPV HR Detection cumple con los

criterios establecidos y demostré su validez clinica.

Histologia

Allplex™ HPV HR -

Detection

Histologia

Comparativo
aprobado con marca

CE-IVDD

Sensibilidad relativa (Allplex™ en comparacién con Comparativo) 98,74%

Especificidad relativa (Allplex™ en comparacién con Comparativo) 98,45%
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

[Equivalencia clinica del Allplex™ HPV HR Detection entre muestras de cuello uterino y
muestras vaginales obtenidas por la paciente]

El Allplex™ HPV HR Detection mostré una validez clinica equivalente con las muestras vaginales
obtenidas por la paciente. En esta evaluacion de rendimiento clinico se incluyen 143 muestras de
cuello uterino y 143 muestras vaginales obtenidas por la paciente pareadas. El Allplex™ HPV HR
Detection mostré una concordancia porcentual general (overall percent agreement, OPA) superior al
95% y la concordancia fue la misma entre las muestras cervicouterinas y las muestras vaginales

obtenidas por la paciente pareadas, lo que sugiere un rendimiento clinico equivalente entre las

muestras pareadas.

Muestras de cuello uterino Muestras vaginales obtenidas por la paciente
(Allplex™ HPV HR en comparacion con un (Allplex™ HPV HR en comparacion con un
comparativo aprobado con marca CE-IVDD) comparativo aprobado con marca CE-IVDD)
OPA (%) 95% CI Kappa 95% ClI OPA (%) 95% CI Kappa 95% CI
98,60 97,90
HPV16 95,04 a 99,83 0,868 0,687 a 1,000 93,99 a 99,57 0,812 0,605 a 1,000
(141/143) (140/143)
100 97,45 a 100 97,45 a
HPV18 1,000 1,000 a 1,000 1,000 1,000 a 1,000
(143/143) 100,00 (143/143) 100,00
HPV16 o 99,30 98,60
96,17 a 99,83 0,937 0,816 a 1,000 95,04 a 99,83 0,881 0,719 a 1,000
HPV18 (142/143) (141/143)
95,10 95,10
Otro HPV 90,17 a 98,01 0,876 0,786 a 0,965 90,17 a 98,01 0,876 0,787 a 0,965
(136/143) (136/143)
HR-HPV 96,50 95,80
. 92,03 a 98,86 0,916 0,845 a 0,988 91,09 a 98,44 0,889 0,820 a 0,978
Positivo (138/143) (137/143)
52 IF-20289(20380468 MBIV #ANMAT

Pégina 52 de 62
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@ Seegene Allplex™ HPV HR Detection

CLAVE DE LOS SiMBOLOS

Clave de los simbolos usados en el manual y las etiquetas.

Simbolo ‘ Explicacion
IVD Dispositivo médico para diagnéstico in vitro
LOT Cédigo del lote
REF Numero de catalogo
g Usar antes de la fecha
/ﬂ/ Limite de temperatura superior
Mezcla de oligonucleétidos para amplificacion y deteccion
ENZYME Mezcla enzimatica
BUFFER Solucién amortiguadora
WATER RNase-free Water
H Control positivo (PC)
I:_Ti_l Consulte instrucciones de uso
u Fabricante
@ Fecha de fabricacién
Representante autorizado en la comunidad europea
& Precaucion
W Contiene cantidad suficiente para <n> pruebas
UDI Identificador de dispositivo tnico
p— Cdédigo de barras de reaccion para el sistema de extraccion
automatizado
54 IF-202989(80380468 1 HREIKIPV#ANMAT
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Allplex™ HPV HR Detection

INFORMACION DE LA ORDEN DE COMPRA

Allplex™ HPV Series

HP10371Z Allplex™ HPV HR Detection 25 rxns
HP10370X Allplex™ HPV HR Detection 100 rxns
HP10376L Allplex™ HPV HR Detection 100 rxns x 8 kits
HP10373Z Allplex™ HPV28 Detection 25 rxns
HP10372X Allplex™ HPV28 Detection 100 rxns

Sistemas de extracciéon automatizados

65415-02 Microlab NIMBUS VD EA
173000-075 Microlab STARIet IVD EA
65415-03 Seegene NIMBUS EA
67930-03 Seegene STARIet EA
SG71101 Seegene STARIlet 96MPH EA
SG72100 AlIOS EA
744300.4.UC384 STARMag 96 X 4 Universal Cartridge Kit 384T / 1box
EX00036P 480T / 1box
EX00037P STARMag™ SS6H N K 960T / 1box
SG71100 SEEPREP32 EA
EX00009P STARMag 96 ProPrep (Plate Type) 96T / 1box
EX00009T STARMag 96 ProPrep (Tube Type) 96T / 1box
55 IF-202989(80380468 1 HREIKIPV#ANMAT
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ROTULOS “Allplex™ HPV HR Detection”

Rotulo Externo: Allplex™ HPV HR Detection (HP10371Z) x 25 determinaciones:

Information of components included in kit
c ( € IVD 1 vial of HPV HR MOM
9 1 vial of EM4
Allplex™ 1 vial of EM4 Buffer

:_% 1 vial of Allplex HPV HR PC1

Lt — 1 vial of Allplex HPV HR PC2
.g:i}s HPV HR DeteCtlon 1 vial of Allplex HPV HR PC3
LR 1 vial of RNase-free Water

REFJHP103T1Z /25
Seegenelnc
T]HPe322001 il Eeepes

8 () 4] 47

2023-04-30 2022-04-01

MT Promedt Consulting GmbH
EC|REP Altenhofstrasse 80, D-66386
St. Ingbert, Germany

L0azze9dH (0L) oevoez (L1)
Lovozz (L1) sizeoi0vZ60880 (10)

Seegene Inc.

T Bldg., 91,0 , St , S I
Allplex™ oyt

TEL : +82-2-22404000 / FAX:+82-2-2240-4040
HPV HR Detection im0 s o

www.seegene.com

Importado por:

BioSystems S.A.

Av. Dorrego 673 (C1414CKB)

TEL: (54-11) 4854-7775

Director Técnico: Eduardo Omar Miguez, MN17503

Producto para Diagnostico uso “In Vitro”

“USO PROFECIONAL EXCLUSIVO-VENTA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS
Autorizado por ANMAT:

PM-626-193

IF-2023-150300468-APN-INPM#ANMAT
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Rétulos Internos

1) HPV HR MOM

Allplex™ ‘
HPV HR Detection
[ HpvHR MOom || Priver |

E YYYY-MM-DD 125 pL [:]3] /gqo-c
(197 HP10371Z MOM-XXXX

sl SeegeneInc. [ECIREP] MT Promedt [IVD)
2) EM4

2 yyyyv-Mm.0D 125 pL A0c

ENF-XXXX ENZYME

mal Seegeneinc.

3) EM4 Buffer

EM4 Buffer
2 yyyy-mMm.0D 125 pL ,ﬂf.z‘ac
BNF-XXXX
wal Seegene Inc. EE]

4) Allplex HPV HR PC1

Allplex™
HPV HR Detection

| Aniplex Hpv HR PC 1 | [conTroL | 4|

& YYYY-MM-DD sopL i ,3’30'(
[Lo7] HP10371Z PC1-XXXX
sl Seegene Inc.

5) Allplex HPV HR PC2

IF-2023-150300468-APN-INPM#ANMAT
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Allplex™
HPV HR Detection

| Aniplex Hpv HR pC 2 | [conTroL | 4|

£ YYYY-MM-DD sopL  [Ti] fgoc
HP10371Z PC2-XXXX
sl SeegeneInc.

6) Allplex HPV HR PC3

Allplex™
HPV HR Detection
| Aniplex Hpv HR Pc 3 | [conTroL | 4|

2 YYYY-MM-DD 50 pL EE] ,gfio'c
[0 HP10371Z PC3-XXXX
mal SeegeneInc.

@ Seegene
7) RNase-free Water

| RNase-free Water || water |

B vvyy-mmop  1mlL Aoc
] RW-XXXX Wh
sl Seegene Inc.
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Rotulo Externo: Allplex™ HPV HR Detection (HP10370X) x 100 determinaciones:

C€ [

Allplex™

% HPV HR Detection

.,

r
s

v .
s
W

Lo

HP103TOX /100

| LOT|HP6222D01
w [ ] 4™
2023-04-30 2022-04-01

MT Promedt Consulting GmbH
m Altenhofstrasse 80, D-66386

St. Ingbert, Germany

L0aZ2ZZ9dH (01) ocvoez (L1L)
Lovyozz (LL) 80.£0L0¥260880 (1L0)

Allplex™
HPV HR Detection

Information of components included in kit
1 vial of HPV HR MOM

1 vial of EM4

1 vial of EM4 Buffer

1 vial of Allplex HPV HR PC1

1 vial of Allplex HPV HR PC2

1 vial of Allplex HPV HR PC3

1 vial of RNase-free Water

Seegene Inc.
Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu
Seoul, Republic of Korea, 05548

Seegene Inc

Taeswon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu, Seoul,
Republic of Korea, 05548

TEL : +82-2-2240-4000 FAX : +82-2-2240-4040
E-mail : info@seegene.com

www.seegene.com

Importado por:

BioSystems S.A.

Av. Dorrego 673 (C1414CKB)

TEL: (54-11) 4854-7775

Director Técnico: Eduardo Omar Miguez, MN17503
Producto para Diagnostico uso “In Vitro”

“USO PROFECIONAL EXCLUSIVO-VENTA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS

Autorizado por ANMAT:
PM-626-193

IF-2023-150300468-APN-INPM#ANMAT
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Rétulos Internos
1) HPV HR MOM

Allplex™
HPV HR Detection
[ HPV HR MOM || Primer |

2 YYYY-MM-DD 500 pL [:E j-’zo'c
(7 HP10370X MOM-XXXX

sl Seegenelnc. [ECIREP] MT Promedt [IVD)
e—T—y
2) EM4
2 YYyy-Mm-0D 500 pL Aa0c
ENA-XXXX ENZYME
mal SeegeneInc. UB

3) EM4 Buffer

EM4 Buffer
2 YYyy-Mm-0D 500 pL A0c
BNA-XXXX
sl SeegeneInc. [:m

4) Aliplex HPV HR PC1

Allplex™
HPV HR Detection

| Anplex HPV HR PC 1 | [conTroL | 4|

2 YYYY-MM-DD 50 pL DI] /a/.io'c
[0 HP10370X PC1-XXXX
sl SeegeneInc.

5) Allplex HPV HR PC2
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Allplex™
HPV HR Detection

| Aliplex HPV HR PC 2 | [conTroL | 4|

& YYYY-MM-DD so pL [[i] faoc
[o1] HP10370X PC2-XXXX
sl Seegenelnc.

6) Allplex HPV HR PC3 (Control Positivo (PC): Mezcla de patogeno y clones) 1 x 50 L.

Allplex™
HPV HR Detection
| Attplex HPv HR pC 3 | [conTroL | 4|

£ YYYY-MM-DD 50 pL EE ,ﬁ/.;o'c
[Lo7] HP10370X PC3-XXXX
sl SeegeneInc.

7) RNase-free Water (Calidad ultrapura, grado PCR) 1 x 1mL.

| RNase-free Water || water |

8 vvyy-mm-oD  1ml Aoc
[fo] RW-XXXX m
wl Seegene Inc.
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Rotulo: Allplex™ HPV HR Detection (HP10376L): Paquete que contiene 8 equipos de
HP10370X por 100 reacciones cada uno.

Allplex™ C€

HPV HR Detection

|REF| HP10376L me kits

Seegenelinc
LoT HPE 522 DG‘I ‘ Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu,
g ﬂ /B/ 20°C Seoul, Republic of Korea, 05548

2023-04-30 2022-04-01

MT Promedt Consulting GmbH
m Altenhaofstrasse 80, D-66386
5t. Ingbert, Germany

P—
—
o =2
—_—
58
[ =11
-]
83
~ &
- o
2 o
= 2
I ~
o o
go
Mg =
N—l
g:
]
)
o
=
o
-

™
Aliplex Seegene Inc.
HPV HR Detection Pepiblc ol Kaea 5ot

TEL : +82-2-2240-4000 / FAX:+82-2-2240-4040
E-mail : info@seegene.com
WWWw.seegene.com

Importado por:

BioSystems S.A.

Av. Dorrego 673 (C1414CKB)

TEL: (54-11) 4854-7775

Director Técnico: Eduardo Omar Miguez, MN17503

Producto para Diagnostico uso “In Vitro”

“USO PROFECIONAL EXCLUSIVO-VENTA A LABORATORIOS DE ANALISIS CLINICOS
Autorizado por ANMAT:

PM-626-193
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Republica Argentina - Poder Ejecutivo Nacional
ANO DE LA DEFENSA DE LA VIDA, LA LIBERTAD Y LA PROPIEDAD

Certificado - Redaccion libre
NUOmero: CE-2024-10288373-APN-ANMAT#MS

CIUDAD DE BUENOS AIRES
Lunes 29 de Enero de 2024

Referencia: 1-0047-3110-003315-23-8

CERTIFICADO DE AUTORIZACION E INSCRIPCION
PRODUCTO MEDICO PARA DIAGNOSTICO IN VITRO

Expediente N° 1-0047-3110-003315-23-8

La Administracién Naciona de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) certifica que de
acuerdo con lo solicitado por BioSystems S.A. ; se autoriza lainscripcién en el Registro Nacional de Productores
y Productos de Tecnologia Médica (RPPTM), de un nuevo producto con los siguientes datos identificatorios
caracteristicos:

DATOS IDENTIFICATORIOS CARACTERISTICOS
Nombre Descriptivo: Allplex™ HPV HR Detection
Marca comercial: Seegene

Modelos:

Allplex™ HPV HR Detectionn (Ref.: HP103712)
Allplex™ HPV HR Detectionn (Ref.: HP10370X)
Allplex™ HPV HR Detection (Ref.: HP10376L)

I ndicacién/es de uso:

Allplex™ HPV HR Detection es un ensayo de diagndstico molecular cualitativo in vitro disefiado para detectar €l
virus del papiloma humano en muestras de cuello uterino 0 en muestras vaginales obtenidas por la paciente. El
Allplex™ HPV HR Detection detecta HPV 16, HPV 18 y otros tipos de HPV de alto riesgo (31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59, 66 y 68). Es un ensayo de real-time PCR mdiltiple.



Forma de presentacion: 1) Allplex™ HPV HR Detection (Ref.: HP10371Z) x 25 determinaciones:
A) HPV HR MOM (Mezcla de oligonucledtidos. Reactivo de deteccion y amplificacion) 1 x 125
B) EM4 (ADN polimerasa; Uracilo-ADN glicosilasa (UDG);Buffer que contiene dNTPs) 1 x 125 L.
C) EM4 Buffer (Solucion amortiguadoracon BSA y glicerol) 1 x 125 L.

D) Allplex HPV HR PC1 (Control Positivo (PC): Mezcla de patégeno y clones) 1 x 50 L.

E) Allplex HPV HR PC2 (Control Positivo (PC): Mezcla de patégenoy clones) 1 x 50 L.

F) Allplex HPV HR PC3 (Control Positivo (PC): Mezcla de patdgeno y clones) 1 x 50 J.

G) RNase-free Water (Calidad ultrapura, grado PCR) 1 x 1mL.

2) Allplex™ HPV HR Detection (Ref.: HP10370X) x 100 determinaciones:

A) HPV HR MOM (Mezcla de oligonucledtidos. Reactivo de deteccion y amplificacion) 1 x 500
B) EM4 (ADN polimerasa; Uracilo-ADN glicosilasa (UDG);Buffer que contiene dNTPs) 1 x 500 L.
C) EM4 Buffer (Solucion amortiguadora con BSA y glicerol) 1 x 500 L.

D) Allplex HPV HR PC1 (Control Positivo (PC): Mezcla de patogeno y clones) 1 x 50 L.

F) Allplex HPV HR PC2 (Control Positivo (PC): Mezcla de patogeno y clones) 1 x 50 .

G) Allplex HPV HR PC3 (Control Positivo (PC): Mezcla de patogeno y clones) 1 x 50 L.

H) RNase-free Water (Calidad ultrapura, grado PCR) 1 x 1mL.

Allplex™ HPV HR Detection (Ref.: HP10376L): Paquete que contiene 8 kits de HP10370X por 100 reacciones
cada uno.

Periodo de vida Util: Este producto tiene estabilidad para usarse durante 13 meses después de su fabricacion si se
conservaa-20°C.

Nombre del fabricante:
Seegene Inc.

Lugar de elaboracion:
Taewon Bldg., 91, Ogeum-ro, Songpa-gu, Seoul 05548, Republica de Corea.

Grupo de Riesgo: Grupo C
Condicion de uso: Uso profesional exclusivo

Se extiende € presente Certificado de Autorizacion e Inscripcion del PRODUCTO PARA DIAGNOSTICO IN
VITRO PM 626-193 , con unavigencia de cinco (5) afios a partir de la fecha de |a Disposicion autorizante.

Expediente Nro:
1-0047-3110-003315-23-8

N° Identificatorio Tramite: 49363
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